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Resumo
O presente trabalho tem o objetivo principal de de-
senvolver um processo para separar compostos bioativos do
alecrim (Rosmarinus officinalis). Visando a aplicação des-
ses compostos como conservador de alimentos, utilização
em fármacos e outras aplicações, onde podem ser reque-
ridos solventes considerados GRAS (Generally Reconized
as Safe), durante etapas de sua obtenção. O alecrim é
uma erva aromática amplamente estudada e bem conhe-
cida por suas propriedades antimicrobianas e antioxidan-
tes. Este conjunto de características o torna um potencial
ingrediente para aumentar a vida de prateleira de alimen-
tos. Até o momento, poucos estudos foram realizados com
a erva cultivada no sudeste do Brasil, pois sua compo-
sição química depende de inúmeros fatores, entre eles as
características regionais. Dentre os compostos da planta,
valem citar os diterpenos fenólicos, como o ácido rosmarí-
nico, ácido carnósico e carnosol, que possuem comprovada
e potente atividade antioxidante, e os compostos terpêni-
cos como a cânfora, borneol, eucaliptol e verbenona, com
propriedades antimicrobianas. O presente projeto faz uma
avaliação dessa planta cultivada no Brasil, desde a sua ex-
tração até sua aplicação. O trabalho foi distribuído em
seis etapas. A primeira compreendeu as avaliações de ex-
tração por hidrodestilação e com CO2 supercrítico, além
da caracterização morfológica da planta e da composição
química de seus extratos. Nesses ensaios de extração, se
observou um maior rendimento quando com o uso de CO2
supercrítico. Foi possível notar a diferença na composição
da planta de origem brasileira com aquelas provenientes de
outras regiões de cultivo no mundo. Na etapa seguinte foi
avaliado o potencial antimicrobiano in vitro e a aplicação
dos extratos, como conservador de alimento (presunto co-
zido embalado a vácuo), onde demonstraram seu potencial
na conservação desse produto. Desta forma, o potencial
antimicrobiano do extrato da planta frente a microrganis-
mos gram-positivos proporcionou um aumento da vida de
prateleira (5-7 dias) do presunto embalado a vácuo quando
tratado com extrato de alecrim. Na terceira etapa foi re-
alizada a avaliação da composição da fase vapor (aroma)
do alecrim, como uma técnica que pode ser utilizada como
marcador da qualidade da planta. Com a técnica de múl-
tipla extração de headspace (MHE) foi possível quantificar
os compostos presentes no aroma percebido pelo olfato hu-
mano e demonstrar a influência do processo de secagem
nessa composição. Além disso, determinaram-se os com-
postos responsáveis pelo aroma característico do alecrim e
seus extratos. Os ensaios de fracionamento (quarta etapa),
durante as extrações com CO2 supercrítico, visando sepa-
ração dos grupos de compostos bioativos, demonstraram
bons resultados, quando se busca extratos com diferentes
características na sua composição química. Duas técnicas
de fracionamento foram avaliadas, fracionamento durante
a extração e durante a separação. O uso do fracionamento,
de ambas as técnicas é sugerido como um processo de sepa-
ração para os grupos de compostos de interesse. Durante
essa etapa foram quantificados os compostos majoritários
das frações obtidas. Na quinta etapa, foi objetivada a ex-
tração e purificação do ácido rosmarínico (AR) oriundo
da matriz vegetal. Duas metodologias de extração foram
avaliadas, em modo normal e auxiliada por ultrassom 30
°C e 60 °C. Foi desenvolvida uma metodologia de análise
(HPLC) utilizando solventes GRAS. A mesma metodolo-
gia foi aplicada na purificação do AR, na ampliação de
escala desse processo (500x a escala analítica), com um
HPLC preparativo. A extração do AR foi avaliada nos
resíduos sólidos do alecrim, provenientes da extração su-
percrítica, onde os resultados demonstram a possibilidade
de recuperação desse composto de alto valor agregado. A
purificação do AR foi alcançada, estimada com uma pu-
reza de 98 % em relação à área do cromatograma. Na úl-
tima etapa do trabalho foi realizada uma avaliação econô-
mica dos processos envolvidos na obtenção e purificação
dos compostos bioativos do alecrim. Os resultados dessa
análise de custo sugerem que os processos envolvidos são
economicamente viáveis, no ponto de vista do custo final
do produto manufaturado. Foi sugerido o acoplamento
dos processos de extração supercrítica, seguida da extra-
ção de AR do resíduo vegetal e consequente procedimento
de separação e purificação por cromatografia. Ainda, com
o reaproveitamento energético utilizando a matriz vegetal
esgotada como fonte geradora de energia.
Palavras-chaves: Extração supercrítica, fracionamento,
separação cromatográfica, HPLC, atividade antioxidante e
antibacteriana, compostos bioativos, ácido rosmarínico.

Abstract
The main goal of the present work is to develop
a process that separates bioactive compounds of rosemary
(Rosmarinus officinalis). Aiming to the application of these
compounds as food conservatives, to the use in pharma-
ceuticals and other applications, in which solvents consi-
dered GRAS (Generally Recognized as Safe) may be re-
quired during the stages of its attainment. Rosemary is
an aromatic herb broadly studied and acknowledged by
its antimicrobial and antioxidant properties. This set of
features makes it a potential ingredient to increase shelf
life of food products. Few studies have been conducted
with the herb grown in southeast of Brazil so far because
its chemical composition depends on several factors, in-
cluding regional characteristics. Among the compounds
of the plant, it is worth mentioning the phenolic diterpe-
nes, such as rosmarinic acid, carnosic acid and carnosol,
which feature proven and strong antioxidant activity, and
terpene compounds such as camphor, borneol, eucalyptol
and verbenone, with antimicrobial properties. The pre-
sent project performs an assessment of this plant grown
in Brazil, from its extraction to its application. The work
was distributed in six stages. The first stage included the
assessments of extraction by hydrodistillation and using
supercritical CO2, in addition to the morphologic asses-
sments of the plant and the chemical composition of its
extracts. In these extraction trials, a higher output was
observed when using supercritical CO2. It was possible to
note the difference in the composition of the plant origi-
nally from Brazil comparing to other cultivation regions in
the world. On the next stage the antimicrobial potential in
vitro and the application of extracts as food conservative
(vacuum sealed cooked ham) was assessed, demonstrating
the conservation potential of this product. Thus, the anti-
microbial potential of the extract of the plant facing gram
positive microorganisms promoted an increase in shelf life
(5-7 days) of the vacuum sealed ham when treated with
rosemary extract. On the third stage an assessment of
the composition of the vapor phase (aroma) of rosemary
was performed, as a technique that may be used as quality
marker for the plant. With techniques of multiple heads-
pace extraction (MHE) it was possible to quantify the com-
pounds present in the aroma perceived by human olfaction,
and to demonstrate the influence of the drying process in
this composition. Moreover, the compounds responsible
for the feature aroma of rosemary and its extracts were de-
termined. The fractioning trials (fourth stage), during the
extractions with supercritical CO2, aiming to separate the
groups of bioactive compounds, showed satisfactory results
when seeking for extracts with different characteristics of
chemical composition. Two fractioning techniques were
evaluated, fractioning during extraction and during sepa-
ration. The use of fractioning in both techniques is sugges-
ted as a separation process of interest compound groups.
During this stage the major compounds of the fractions
achieved were quantified. The fifth stage aimed to extract
and purify the rosmarinic acid (RA) originated from the
mother plant. Two methods of extraction were evaluated,
in normal mode and aided by ultrasound (30°C e 60°C).
An analysis method (HPLC) was developed using GRAS
solvents. The same method was applied on the purification
of the RA, on the scaling of this process (500x the analy-
tical scale), with a preparative HPLC. The RA extraction
was assessed in solid residues of rosemary from the super-
critical extraction, where results showed the possibility of
recovery of this high added value compound. The purifi-
cation of the RA was attained, with an estimated purity of
98% concerning the chromatogram area. On the last stage
of the work, an economical assessment of the processes
involved on the achievement and purification of bioactive
compounds of rosemary was performed. The results of this
cost analysis suggest that the processes involved are eco-
nomically viable from the standpoint of the final cost of
the product manufactured. It was suggested joining the
processes of supercritical extraction, followed by the RA
extraction of the plant residue, and subsequent procedure
of separation and purification by chromatography. Yet,
with the energetic recycling using the depleted raw mate-
rial plant as generating source of energy.
Key-words: Supercritical extraction, supercritical fracti-
onation, chromatographic separations, HPLC, antimicro-
bial and antioxidant activity, bioactive compounds, rosma-
rinic acid.
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Introdução
A obtenção de compostos naturais ativos provenientes de
sistemas biológicos (plantas, sementes, frutos, etc.) tornou-se o
foco de muitas pesquisas de desenvolvimento tecnológico da atu-
alidade na indústria química e de alimentos. Isto se dá, principal-
mente, com a conscientização dos benefícios para a saúde trazidos
pela ingestão de alimentos enriquecidos com compostos bioativos,
como os carotenóides, tocoferóis, tocotrienóis, flavonóides, entre
outros. Ainda, tem aumentado significativamente o interesse da
indústria em encontrar antioxidantes, antimicrobianos, corantes
e outras substâncias naturais como uma alternativa às substân-
cias sintéticas, que são utilizadas hoje em alimentos prontos. Es-
sas ideias são apoiadas pelos consumidores, também preocupados
com a segurança dos alimentos que contém inúmeras substâncias
químicas sintéticas, principalmente pelo fato delas serem suspei-
tas de promover efeitos negativos à saúde (RAMÍREZ et al., 2007;
PEREIRA; MEIRELES; ANGELA, 2010).
Muitas das ervas e condimentos que são utilizados para
aromatizar os alimentos têm sido pesquisados e avaliados como
fontes de compostos antioxidantes e antimicrobianos naturais,
dentre esses, o alecrim (Rosmarinus officinalis), que é utilizado
como tempero de alimentos, em cosméticos e na medicina tradi-
cional por sua atividade hepatoprotetora e antitumoral (SLAME-
NOVÁ et al., 2002). Ainda, essa planta é uma das mais utilizada
na industria de alimentos,(PEREDA, 2005). No alecrim a ati-
vidade antioxidante tem sido atribuída a diferentes diterpenos
fenólicos, como o carnosol, ácido carnósico, rosmadiol, rosmanol,
ácido rosmarínico, epirosmanol e metil carnosato. A atividade
antimicrobiana do alecrim tem sido sugerida pela presença de
ácido carnósico e ácido rosmarínico e alguns compostos do óleo
essencial, principalmente o borneol e a cânfora (CUVELIER; RI-
CHARD; BERSET, 1996; IBÁÑEZ et al., 1999; ANGIONI et al., 2004;
RAMÍREZ et al., 2005; GENENA et al., 2008; KLANCNIK et al., 2009;
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ZIBETTI; BOLZAN; MARANGONI, 2009).
Embora se saiba que esses compostos naturais ativos estão
presentes na forma de misturas complexas nos extratos das plan-
tas, a sua separação e purificação é uma tarefa difícil e, por sua
vez, onerosa. Estes processos constituem um problema tecnoló-
gico importante, pois vários compostos naturais são degradados
ou se transformam em substâncias indesejáveis em temperaturas
relativamente baixas, impossibilitando a utilização de métodos
de separação tradicionais, como a destilação. Separar esses com-
postos químicos naturais devido à complexidade da mistura em
que se encontram é um desafio, além de haver alto custo na im-
plementação de um processo separativo. Paralelamente, métodos
convencionais de extração com solventes orgânicos também apre-
sentam graves inconvenientes, pois mesmo pequenas quantidades
residuais destes solventes no material final podem ser incompa-
tíveis com sua utilização para consumo humano. A necessidade
de tratamento posterior dos efluentes gerados adiciona mais uma
restrição ao processo.
Sabe-se que é possível separar compostos de alto valor agre-
gado, ou seja, compostos naturais ativos com eficiência e relativo
baixo custo operacional, quando se utiliza o CO2 denso como fase
móvel (solvente) no processo de separação. Em contra partida
o investimento inicial em equipamentos operando nas condições
necessárias para esse fluido se torna um complicante. Porém,
é necessário um amplo estudo para determinação das condições
operacionais, procedimentos e equipamentos para melhor atender
à essas expectativas. Diante deste problema, a utilização de pro-
cessos de extração com fluido supercrítico, tem sido considerada
uma alternativa interessante, uma vez que os solventes utilizados
são normalmente inócuos, e o processo pode ser conduzido em
temperaturas próximas à ambiente, onde a recuperação dos com-
postos de interesse é feita em condições moderadas, evitando-se
assim danos e contaminação aos produtos. Devido a essas ca-
racterísticas promissoras, o estudo deste tema tem sido foco de
um grande número de trabalhos científicos (SIE; RIJNDERS, 1967;
DI-GIACOMO et al., 1989; MATOS et al., 1989; LIANG; YEH, 1991;
REVERCHON; SENATORE, 1992; REVERCHON, 1992; SARRADE;
43
GUIZARD; RIOS, 2003; RAMÍREZ et al., 2004; TSAO; DENG, 2004;
RAMÍREZ et al., 2005; RAMÍREZ et al., 2007; TAYLOR, 2009), com
destaque para trabalhos teóricos e/ou experimentais a respeito
de aspectos fenomenológicos do problema, especialmente investi-
gações sobre equilíbrio de fases e transferência de massa.
Os resíduos sólidos gerados em processos como os de ex-
tração (indústria química e de alimentos) são normalmente re-
utilizados em co-geração de energia e em alguns casos são fontes
alternativas à obtenção de insumos. Os resíduos sólidos vege-
tais da indústria de extração de óleos (extração sólido-liquido,
prensagem), óleos essenciais (hidrodestilação, arraste à vapor)
ou extratos supercríticos são também uma fonte promissora de
compostos ativos a serem explorados, devido ao volume de ma-
terial gerado e suas características particulares (composição quí-
mica) (ARVANITOYANNIS; KASSAVETI, 2008). A extração, separa-
ção, e purificação de compostos fenólicos naturais com o objetivo
de serem utilizados como fármacos, alimentos funcionais e nu-
tracêuticos, proporcionam uma grande oportunidade econômico-
ambiental adicional (SOTO et al., 2011). Nos casos onde a extra-
ção com solventes é empregada para a recuperação de compostos
fenólicos, apresentam uma seletividade ainda deficiente. Dessa
forma purificações adicionais são necessárias, envolvendo custos
adicionais e geração de novos resíduos. Dessa forma os problemas
ambientais causados pelo uso de solventes orgânicos (toxicidade)
têm estimulado o desenvolvimento de tecnologias, com menor
consumo, maior seletividade, eficiente e ambientalmente correta
(SOTO et al., 2011).
Portanto, a reutilização de resíduos agroindustriais pode
ser originário de vários possíveis produtos, como extratos de alto
valor para diferentes aplicações, como, por exemplo, o uso das fra-
ções voláteis de óleo nas indústrias de alimentos (aroma, sabor)
e ainda o uso de frações fenólicas em alimentos ou de uso farma-
cêutico (BRAGA et al., 2008). Porém esse tema ainda não atingiu
o seu potencial, visto que poucas publicações englobam essa ca-
deia de processamentos e beneficiamento. Embora essas ideias
sejam prospectadas pela iniciativa privada, que buscam melho-
ria e maior lucratividade em seus processos, impulsionados pelas
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organizações governamentais que visam o desenvolvimento durá-
vel, com foco em manutenção e preservação do meio-ambiente.
Assim, torna-se necessário o estudo sistemático para obtenção de
compostos bioativos, de modo econômico e sustentável, visando
sua aplicação industrial.
Estrutura do documento
O documento encontra-se organizado em seis capítulos, o
primeiro capítulo apresentou a introdução do trabalho, no se-
gundo capítulo está apresentado os objetivos da presente tese de
doutorado. No terceiro capítulo a revisão bibliográfica a respeito
das bases teóricas utilizadas ao longo do trabalho, que compreen-
dem basicamente, os fluidos supercríticos, a matéria-prima uti-
lizada e seus compostos, assim como as técnicas de separação.
Nos capítulos 4 e 5, estão apresentados os materiais e métodos
e os resultados, respectivamente. O trabalho foi subdividido em
6 etapas distintas. A primeira etapa se refere a obtenção do ex-
trato supercrítico e do óleo essencial que foi utilizado em testes
de atividade antimicrobiana, in vitro e diretamente em contato
com o alimento, na segunda etapa. Na terceira etapa foi carac-
terizada a fração volátil de headspace da matéria-prima, a fim
de caracterizar o seu aroma em termos qualitativos e quantitati-
vos. Na quarta etapa foram testadas técnicas de fracionamento
de compostos durante a extração utilizando dois modos opera-
cionais em duas unidades de extração supercrítica. A quinta
etapa descreve as técnicas utilizadas para extração de um com-
posto fenólico a partir do resíduo vegetal e sua separação com
a utilização de técnicas cromatográficas, em escala analítica e
preparativa (scale-up). A sexta e ultima etapa foi a da avalia-
ção econômica dos procedimentos estudados, formatados para a
obtenção dos compostos ativos presentes na matriz vegetal. No
sétimo e ultimo capítulo estão apresentadas as conclusões gerais
e, ao final do documento as publicações realizadas e submetidas.
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1 Objetivos
1.1 Objetivo geral
Desenvolver um processo de obtenção de compostos bioa-
tivos do alecrim com tecnologias limpas de extração e separação,
ambientalmente seguros e economicamente atrativo.
1.2 Objetivos específicos
• Identificar os compostos bioativos da matriz vegetal Rosmarinus
officinalis (RO);
• Identificar os processos de extração e separação ambiental-
mente corretos;
• Determinar as condições experimentais de extração que
permitam a retirada de compostos ativos da matriz vegetal;
• Determinar a atividade antimicrobiana do extrato de RO
in vitro;
• Determinar e comparar a atividade antimicrobiana do ex-
trato de RO em alimento cárneo industrializado, presunto
cozido embalado à vácuo;
• Determinar os compostos responsáveis pelo aroma caracte-
rístico do RO;
• Quantificar os compostos majoritários na matriz vegetal;
• Avaliar métodos e metodologias de separação dos compos-
tos ativos de interesse;
• Separar os compostos ativos utilizando solventes de baixo
impacto ambiental, renováveis e de grau alimentício;
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• Avaliar a ampliação de escala do processo de separação;
• Realizar um avaliação econômica dos processos envolvidos
na obtenção dos compostos de interesse.
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2 Revisão Bibliográfica
Esse capítulo traz uma visão geral dos processos de extra-
ção e separação aplicado aos produtos de origem natural, a base
teórica de suas aplicações, seu desenvolvimento e utilizações nos
dias de hoje. Tem como objetivo elucidar as informações sobre
fluidos supercríticos, mais especificamente o CO2, descrever so-
bre o equilíbrio de fases, métodos de extração e a influência dos
seus parâmetros operacionais, métodos de separação de compos-
tos pelas técnicas de cromatografia, suas aplicações e utilidades
na indústria química e de alimentos, assim como apresentar as
características da matriz vegetal Rosmarinus officinalis.
2.1 Fluidos supercríticos
Os diferentes estados físicos de uma substância pura po-
dem ser visualizados em um diagrama tridimensional de pressão-
volume-temperatura (P-V-T), como mostrado na Figura 1. A
superfície representa os diferentes estados, sólido, líquido ou va-
por, que corresponde a valores determinados de pressão e tem-
peratura. De acordo com a regra de fases, as regiões de duas
fases (solido-líquido, sólido-vapor e líquido-vapor) de uma subs-
tância pura possuem apenas um grau de liberdade. Quando a
temperatura e a pressão estão acima de seu valor crítico, é con-
siderado que o sistema está na região supercrítica. Próximo às
condições críticas, as propriedades do sistema são altamente sen-
síveis à pressão e temperatura: esta região é considerada quase
crítica. Normalmente, o solvente supercrítico é aplicado a uma
temperatura próxima ao seu valor crítico, sob uma pressão sufi-
ciente alta para tornar sua densidade maior do que a densidade
crítica do fluido. Por definição o estado supercrítico é caracte-
rizado pelo desaparecimento de uma interface de separação do
estado líquido e gasoso. O que ocorre somente acima de certa
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pressão e temperatura (MARTINEZ., 2008).
Figura 1 – Diagrama PVT de uma substância pura e sua projeção no plano
PT.
Volume 
Pc 
Tc 
Vc 
Vapor 
So
lid
 
Liquid 
sv 
lv sl 
slv 
TP
sl 
lv 
sv 
Pr
es
su
re
 
Te
mp
era
tur
e 
Supercritical 
Region 
CP 
CP
Fonte: Martinez. (2008)
Francis (1954) fez uma contribuição significativa no que se
refere às propriedades do CO2, estudando seu comportamento
frente a um grande número de solutos. Ele mostrou que o CO2
líquido é miscível em alcanos de até 10 carbonos, enquanto a faixa
de miscibilidade aumenta para o etano até 20 e para o propano
até 35 carbonos. Portanto, estes solventes mostram uma sele-
tividade para materiais de relativo baixo peso molecular. Stahl
e Quirin (1983) demonstraram a extratibilidade de uma ampla
faixa de produtos naturais utilizando o CO2, onde hidrocarbone-
tos e outros compostos orgânicos lipofílicos de baixa massa mo-
lecular e polaridade, são facilmente extraídos; a introdução de
grupos funcionais polares, hidroxila ou carboxila tornam a extra-
ção mais difícil e complexa; açucares e aminoácidos não podem
ser extraídos; efeitos de fracionamento são possíveis se houver
uma diferença marcante na massa, pressão de vapor ou polari-
dade dos constituintes da mistura.
Uma boa característica dos solventes de baixa temperatura
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crítica (CO2, etano e propano), quando comparado aos solven-
tes líquidos convencionais, é a capacidade de operar a moderadas
temperaturas e possuir baixo poder solvente, Figura 1. Portanto,
selecionando-se cuidadosamente a pressão e temperatura de ope-
ração, frações seletivas podem ser extraídas das matrizes vege-
tais, como óleo essencial, alcalóides, lipídios ou óleoresinas. Em
função dessa característica esses solventes são preferidos na in-
dústria farmacêutica e de produtos naturais. Outra vantagem
de solventes de baixa temperatura crítica é a facilidade em sua
separação do extrato, (PEREDA; BOTTINI; BRIGNOLE, 2009).
Tabela 1 – Propriedades críticas dos fluidos de interesse em processos super-
críticos.
Fluido Pressão
(bar)
Temperatura
(°C)
Densidade
(kg/m3)
Dióxido de carbono 73,8 31,1 468
Etano 48,8 32,2 203
Etileno 50,4 9,3 200
Propano 42,5 96,7 220
Propileno 46,2 91,9 230
n-Pentano 33,7 196,6 232
Benzeno 48,9 289 302
Tolueno 41,4 318,6 290
Amonia 112,1 132,5 240
Água 22,5 374,2 272
Metanol 79,5 240 275
Etanol 63,9 243,1 280
Fonte: Castro, Valcárcel e Tena (1994)
As interações entre soluto na fase líquida e o fluido supercrítico
podem originar uma segunda fase líquida, o que aumenta o pro-
cesso de seletividade e separa reações químicas in situ (ECKERT;
CHANDLER, 1998). Um melhor entendimento das propriedades
supercríticas do solvente serão obtidas após as considerações do
comportamento do equilíbrio de fases de sistemas binários que
apresentam o grau de assimetria em tamanho ou interação inter-
molecular.
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2.2 Propriedades dos fluidos supercríticos
As propriedades físicas dos fluidos supercríticos estão en-
tre os estados líquido e o gasoso. Os valores dessas propriedades
para cada um dos estados de um fluido estão listados na Tabela
2. A densidade e a viscosidade do Fluido Supercrítico (FSC) é
menor que a dos líquidos, no entanto, sua difusividade é maior.
A condutividade térmica é relativamente mais alta no estado su-
percrítico e possui valores próximos ao ponto crítico (Pc), devido,
em princípio a capacidade calorífica do fluido tender ao infinito
no Pc. A tensão interfacial é próxima de zero na região crítica.
Em geral as propriedades físicas na região crítica favorecem a
transferência de calor e massa entre as fases do processo.
Tabela 2 – Comparação das propriedades físicas do gás, líquido e do fluido
supercrítico.
Propriedade Gás
(Tambiente)
FSC (Tc,
Pc)
Líquido
(Tambiente)
Densidade ρ (kg/m3) 0.6-2 200-500 600-1600
Viscosidade dinâmica μ
(mPa.s)
0.01-0.3 0.01-0.03 0.2-3
Viscosidade cinemática η1
(106m2/s)
5-500 0.2-0.1 0.1-5
Condutividade térmica λ
(W/mK)
0.01-0.025 máximo2 0.1-0.2
Coeficiente de difusão S
(106m2/s)
10-40 0.07 0.0002-0.002
Tensão Superficial σ
(dyn/cm2)
- 20-40
1 Viscosidade cinemática definida como η = μ/ρ
2 Condutividade térmica apresenta valor máximo próximo a região crítica,
altamente dependente da temperatura.
Fonte: Martinez (2008)
2.2.1 Polaridade
A polaridade do CO2 supercrítico é estimada pelo parâme-
tro de solubilidade de Hildebrand (δ). Este parâmetro, calculado
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a partir da equação de Giddings, é função da pressão crítica e
da densidade do fluido no estado supercrítico e no estado líquido
(GIDDINGS et al., 1968b).
δ = 1, 25.P 1/2c .
ρfs
ρl
(2.1)
onde: Pc é a pressão crítica do fluido, ρfs a densidade do fluido
no estado supercrítico e ρl a densidade do líquido. A polaridade
do CO2 supercrítico situa-se entre a de um alcano e da piridina
(Figura 2). Sua densidade no estado supercrítico pode variar
entre 200 e 1000 kg/m3, mas na verdade, na maioria dos pro-
cessos a densidade raramente fica abaixo de 600 a 700 kg/m3,
de modo que seu parâmetro de solubilidade está entre o do pen-
tano e do tolueno (solventes apolares ou pouco polares). Em
condições normais de temperatura e pressão, o CO2 é um líquido
apolar ou pouco polar. Devido à sua baixa polaridade o CO2 não
é um "bom solvente"para as moléculas polares e/ou de alto peso
molecular. A adição de uma substância chamada modificador
polar ou co-solvente ou ainda "entrainer", permite modificar a
solubilidade de compostos no CO2 alterando o seu parâmetro de
solubilidade. A Figura 2 mostra série eluotrópica de Giddings ,
com diferentes valores do parâmetro de solubilidade dos líquidos
e fluidos supercríticos, (GIDDINGS et al., 1968b).
Medidas sistemáticas do poder solvente do dióxido de car-
bono mostraram que é um solvente extremamente apolar. Recen-
tes medidas o colocaram entre os fluorocarbonos, menos polares
que os hidrocarbonetos alifáticos de cadeia curta, mesmo a altas
densidades. Sendo assim a série eluotrópica de Giddings estava
incorreta.
A série eluotrópica de Giddings foi comparada a uma escala
empírica de poder solvente obtida utilizando um corante solvato-
crômico 3. Tal corante muda sua coloração dependendo da força
do solvente em contato. Os resultados obtidos com o corante con-
firmaram a inabilidade do CO2 puro em eluir moléculas polares,
devido a uma inadequada força solvente do dióxido de carbono
(ANTON; BERGER, 1997).
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2.2.2 Solubilidade
A extração supercrítica depende muito da solubilidade dos
compostos de interesse no solvente em questão (fluido supercrí-
tico). A implementação dos procedimentos de extração necessita,
dessa forma, do conhecimento das regras gerais que regem a so-
lubilidade de um soluto em um solvente supercrítico. O perfil de
solubilidade do soluto no FSC evolui com a pressão e com a tem-
peratura. Essa característica pode ser relacionada diretamente a
estes parâmetros em termos de fugacidade, do parâmetro de solu-
bilidade, dos coeficientes de Virial e da densidade do fluido. Esta
abordagem desenvolvida por Chrastil correlaciona a solubilidade
à densidade do fluido (CHRASTIL, 1982), conforme a equação 2.2.
y∗ = ρk.exp( a
T
+ b) (2.2)
onde y∗ é a concentração do soluto no fluido supercrítico, a, b e
k as constantes empíricas.
Essa equação traduz bem que uma elevação da pressão, a
uma temperatura constante, resulta em um aumento da densi-
dade do fluido, que conduz a um aumento da solubilidade do
soluto. Porém, o efeito da variação da temperatura, sobre a
solubilidade fica mais complexo, onde é acompanhado de uma
competição entre dois fenômenos. De fato, um aumento na tem-
peratura, a pressão constante provoca uma redução na densidade
e, portanto, reduz a solubilidade do soluto. Esse efeito é compen-
sado por um aumento na pressão de vapor do soluto que leva a
uma maior solubilidade no fluido. A influência relativa dos dois
fenômenos é difícil de quantificar e depende muito da volatilidade
e da natureza química do soluto. A equação proposta por Ch-
rastil foi modificada por (ADACHI; LU, 1983) para correlacionar a
solubilidade dos sólidos e líquidos em CO2 supercrítico, equação
2.3, considerando que a constante k é um parâmetro dependente
da densidade. Pois eles observaram que para muitos sistemas a
relação proposta por Chrastil não era linear.
y∗ = ρ(e1+e2ρ+e3ρ2)exp( a
T
+ b) (2.3)
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2.2.3 O poder solvente do CO2
Sabe-se que a solubilidade de uma substância depende da
densidade do CO2 supercrítico. Considerando que a temperatura
e a pressão de trabalho influenciam nesta característica, pode-se
assim afirmar que esses parâmetros influenciam na solubilidade
dos compostos. A influência da temperatura e da pressão so-
bre a densidade do fluido supercrítico é ilustrada na Figura 4,
(MCHUGH; KRUKONIS, 1986).
Em condições isotérmicas, um aumento na pressão pro-
voca aumento da densidade, e portanto, um aumento do poder
solvente. O aumento da solubilidade de um soluto só será eficaz
acima da "pressão limite". Esta é definida como a pressão à qual
o soluto começa a se dissolver no fluido supercrítico. Stahl e Qui-
rin (1983) determinaram a pressão limite de diversos esteróides,
conforme está apresentado na Tabela 3.
Tabela 3 – Pressão limite de esteróides com diversos substitutos
Substituição dos estoróides Pressão limite (bar)
1 grupamento OH 80
2 grupamento OH 120
3 grupamento OH 150
4 grupamento OH Não solúvel
1 grupamento carbonila 80
1 grupamento OH + 1 grupamento carbonila 90
1 grupamento OH + 1 grupamento fenol 100
2 grupamento OH + 1 acido carboxilico 200
3 grupamento OH + 1 acido carboxilico Não solúvel
Fonte: Stahl e Quirin (1983)
A influência da temperatura sobre a solubilidade de uma
substância em um solvente supercrítico é mais difícil de prever do
que o da pressão. Em alta pressão, o fluido é dificilmente com-
pressível e, portanto, a solubilidade aumenta com a temperatura,
seguindo assim, o aumento da pressão de vapor do soluto. Porém,
nas pressões intermediárias, próximas a pressão crítica, o fluido é
altamente compressível e um pequeno aumento da temperatura
provoca uma diminuição acentuada da densidade, que em para-
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lelo reduz a solubilidade do composto no fluido supercrítico. A
pressão a qual se efetua a mudança da influência da temperatura
sobre a solubilidade do composto foi definida como a pressão de
crossover, sobre ela, a solubilidade do composto é favorecida por
um aumento na temperatura e, abaixo dela, o efeito inverso se
produz. Na Figura 3 esta apresentada a evolução da solubili-
dade do naftaleno no etileno supercrítico a 12 e 35°C (STAHL;
QUIRIN, 1983). O efeito da temperatura sobre a solubilidade de
compostos em CO2 supercrítico submetidos a pressões elevadas
foi demonstrado por alguns autores. Como é o caso da vitamina
K1 e do β-caroteno, apresentadas nas Figuras 5 e 6, (PATTNAIK
et al., 1997). Os dados experimentais de solubilidade da Vi-
tamina K1 (Figura 6) em fluido supercrítico nas temperaturas
de (40, 60 e 80) °C e pressão de (200 a 350) bar, expressos em
densidade na escala semi-logaritimica, mostram que a menor so-
lubilidade foi encontrada a 80 °C e 200 bar ( 600 kg/m3) e a
maior a 40 e 60 °C a pressão de 350 bar ( 860 kg/m3). Assim,
dois efeitos são observados: Em uma temperatura constante a
solubilidade aumenta com o aumento da densidade. Consequên-
cia do aumento do poder solvente do dióxido de carbono à alta
densidade. À uma densidade constante (ex. 750 kg/m3), um au-
mento da temperatura resulta em um aumento da solubilidade.
Isso ocorre devido a um aumento da pressão de vapor do sólido.
Na Figura 5, a solubilidade do β-caroteno em CO2 supercrítico
a (40, 60 e 80) °C é mostrada como uma função da pressão. Nas
isotermas, a solubilidade é maior a 80 do que (60 e 40) °C. Para
todas as pressões investigadas a solubilidade aumenta com a tem-
peratura. Primeiro, a força do poder solvente do CO2 decresce
devido a uma redução na densidade, segundo, a solubilidade au-
menta devido ao aumento da pressão de vapor do β-caroteno.
Neste caso, o efeito do aumento da pressão de vapor é dominante
sobre o efeito da redução do poder solvente quando a temperatura
aumenta, (PATTNAIK et al., 1997). Nas faixas de pressão inves-
tigadas a solubilidade aumenta com o aumento da temperatura,
embora ao mesmo tempo ocorra a redução da densidade. Para
o β-caroteno o aumento da sua pressão de vapor exerce uma in-
fluência maior do que a densidade do CO2. Um comportamento
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contrastante daquele encontrado na Vitamina K1.
2.2.4 Solubilidade de compostos dos óleos essenci-
ais
O conhecimento da solubilidade dos compostos a serem ex-
traídos e dos compostos indesejáveis que são extraídos ao mesmo
tempo, é uma informação fundamental em um processo de ex-
tração com FSC. Os dados sobre a solubilidade permitem sele-
cionar o intervalo de pressão e de temperatura de extração e as
condições de separação, especialmente quando uma separação de
multi-estágio está prevista.
Os dados de solubilidade podem ser obtidos experimen-
talmente (método dinâmico ou estático) ou ainda a partir das
equações de estado. Encontra-se na literatura muitos dados de
solubilidade relativa de compostos presentes no óleo essencial,
mas poucos dados sobre as misturas de compostos do óleo essen-
cial (DI-GIACOMO et al., 1989; MATOS et al., 1989; BRANDANI et
al., 1990; RICHTER; SOVOVÁ, 1993; MARTEAU; OBRIOT; TUFEU,
1995; GASPAR et al., 2003). Gaspar et al. (2003) determinaram
a solubilidade dos óleos essenciais de Boragem, Echium e Lu-
naria, pelo método dinâmico, e seus resultados mostraram que
para uma dada temperatura, a solubilidade aumentava com o
aumento da pressão, mas para baixas pressões (60 e 100) bar,
um aumento na temperatura conduzia a uma redução na solubi-
lidade. Esse fenômeno inverso ocorreu em pressões elevadas de
300 bar. Uma relação linear entre o logaritmo da solubilidade e
o logaritmo da densidade do solvente foi encontrada utilizando a
equação de Chrastil.
Sovová (2000) avaliou a solubilidade de alguns monoterpe-
nos (α-pineno, limoneno, mentol, cis-verbenol) e de triglicerídeos
(ácido ferúlico, β-caroteno). Os resultados mostraram que esses
triglicerídeos apresentavam uma linearidade utilizando a equa-
ção de Chrastil contra os demais que é melhor correlacionado
pela equação de Adachi.
Danielski et al. (2007) determinaram a solubilidade de Ca-
lêndula pelo método dinâmico, o fenômeno de crossover foi ob-
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servado na vizinhança de 140 bar, para as isotermas de (20 e
40) °C. Os resultados experimentais obtiveram boas correlações
com a equação de Chrastil, salvo ao ponto de crossover, onde um
erro de 22% foi obtido, isto se deve ao fato de que a equação de
Chrastil depende unicamente da densidade do solvente.
Os dados de solubilidade podem ser utilizados diretamente
para avaliar a possibilidade de extração de solutos, mas somente
em caso onde o soluto não apresenta nenhuma afinidade com
a matriz sólida, exemplo dos óleos vegetais. Se o soluto a ser
extraído está adsorvido ou contido em uma matriz sólida de es-
trutura complexa, a exemplo dos óleos essenciais, outras relações
de equilíbrio devem ser aplicadas. Portanto nos casos de uma
dessorção a partir de uma matriz sólida, as isotermas de dessor-
ção são necessárias para avaliar a concentração relativa na fase
sólida e na fase fluida. Quando o soluto está localizado no inte-
rior de uma matriz sólida vegetal complexa o equilíbrio de fases
está estabelecido entre as duas fases (BENSEBIA et al., 2009).
Estudos mostraram que a solubilidade de compostos chave,
puros, são muito maiores comparado ao extrato do óleo essencial
obtidos por extração. Ou seja, a determinação da solubilidade
de compostos, determinada isoladamente, é muito maior do que
quando comparada à solubilidade do extrato no qual está contido.
Este resultado confirma a existência de um coeficiente de partição
entre as duas fases em contato, (REVERCHON, 1992; GOTO; SATO;
HIROSE, 1993).
Akgün, Akgün e Dincer (1999) avaliaram o equilíbrio de
fases vapor-líquido para o α-pineno, limoneno e a fenchona, as-
sim como o comportamento de solubilidade da cânfora em FSC,
como uma função da pressão e temperatura, utilizando o método
estático. Gupta e Shim (2007) correlacionaram esses dados e de-
monstraram o comportamento da solubilidade do α-pineno para
as pressões de (73 a 110) bar, nas temperaturas de (40, 50 e 60)
°C. Na Figura 7, adaptada por Gupta e Shim (2007), é possível
notar que para a faixa de pressão de (80 a 100) bar, quanto me-
nor a temperatura, entre (50 e 60) °C, maior a solubilidade do
α-pineno em CO2 supercrítico. Ainda, para as pressões abaixo
de 80 bar, o efeito temperatura se confunde, onde aparentemente
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sendo maior a temperatura, maior a solubilidade, porém faltam
dados a 50 °C para verificar essa hipótese.
Para o limoneno, Figura 8, também é possível notar que
com o aumento da pressão ocorre um aumento na solubilidade.
Em pressões acima de 80 bar observa-se que quanto menor a
temperatura maior a solubilidade em CO2 supercrítico. Porém,
para as pressões abaixo de 80 bar o efeito da influência da tem-
peratura não é notado, sendo os valores muito próximos, para a
escala utilizada. Benvenuti (2001) demonstrou a solubilidade do
limoneno a 42 °C na faixa de pressão de 30 bar a 85 bar, onde
um aumento expressivo ocorre após o ponto de pressão crítica do
CO2, (BENVENUTI; GIRONI, 2001).
Para a cânfora efeito similar ocorre no comportamento de
sua solubilidade em CO2 supercrítico, (AKGÜN; AKGÜN; DINCER,
1999). Para as pressões acima de 80 bar nota-se o efeito da tem-
peratura sob uma mesma pressão, onde a menor temperatura
está associada a uma maior solubilidade. É interessante obser-
varmos que para a faixa de pressão de 80 bar a 100 bar uma maior
diferença aparece na solubilidade da cânfora entre (40, 50 e 60)
°C, após os 100 bar até aproximadamente 115 bar a solubilidade
a 50 °C se aproxima a de 40 °C, Figura 9. Conforme ocorre o
aumento da pressão a partir de 120 bar, a solubilidade a (40, 50
e 60) °C se aproximam entre si.
A solubilidade do 1,8 cineol (cineol ou eucaliptol) foi deter-
minada por Francisco et al. (2002), onde observa-se que a maior
solubilidade está associada a menor temperatura na mesma pres-
são, Figura 10, para a faixa de (60 a 250) bar, (FRANCISCO; SIVIK,
2002).
A partir desses dados de solubilidade para os compostos,
α-pineno, 1,8 cineol (eucaliptol), limoneno e cânfora, observa-se
que, dentro de uma faixa de pressão, geralmente compreendida
entre (80 e 120) bar a solubilidade tem um relação direta com
a densidade do CO2. Isso é evidente quando o efeito da pres-
são de vapor dos compostos não predomina. Na Figura 11 está
demonstrado o comportamento da densidade do CO2 para as
temperaturas de (40, 50 e 60) °C.
Os diferentes estudos realizados sobre a solubilidade dos
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diferentes compostos extraídos das matrizes vegetais mostraram
que para baixas densidades do CO2 os produtos terpênicos são
mais solúveis que os produtos parafínicos e ácidos graxos. Para
densidades elevadas os produtos terpênicos e oxigenados são com-
pletamente miscíveis no CO2 supercrítico.
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Figura 2 – Parâmetros de solubilidade de diferentes líquidos e fluidos super-
críticos na série eluotrópica de Giddings.
Fonte: Giddings et al. (1968a)
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Figura 3 – Comparação da série eluotrópica de Giddings (1968), esquerda,
com a recente escala empírica da força de solvente (BERGER; SMITH, 1995),
baseada no corante solvatocrômico vermelho nilo. Giddings avaliou o dióxido
de carbono como sendo próximo ao isopropanol quanto a sua força solvente,
e baseado no corante solvatocrômico a sua força é próxima à do pentano.
Fonte: Adaptado de Anton (1997).
Fonte: Adaptado de Anton e Berger (1997)
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Figura 4 – Solubilidade (em fração molar) do naftaleno em etileno supercrí-
tico em função da pressão, à 12 °C e 35 °C. (Tc etileno = 9,3 °C).
Fonte: McHugh e Krukonis (1986)
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Figura 5 – Solubilidade do beta-caroteno em CO2 supercrítico como função
da densidade a diferentes temperaturas.
Fonte: Pattnaik et al. (1997)
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Figura 6 – Solubilidade da vitamina K1 em CO2 supercrítico como função
da densidade a diferentes temperaturas.
Fonte: Pattnaik et al. (1997)
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Figura 7 – Solubilidade do α-pineno em CO2 supercrítico como função da
pressão a diferentes temperaturas.
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Fonte: Gupta e Shim (2007)
.
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Figura 8 – Solubilidade do limoneno em CO2 supercrítico como função da
pressão a diferentes temperaturas.
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Fonte: Gupta e Shim (2007)
.
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Figura 9 – Solubilidade da cânfora em CO2 supercrítico como função da
pressão a diferentes temperaturas.
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Fonte: Gupta e Shim (2007)
.
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Figura 10 – Solubilidade do 1,8 cineol (eucaliptol) em CO2 supercrítico como
função da pressão a diferentes temperaturas.
?
?????
?????
?????
?? ??? ???
? ?????
?
?
??
?
??? ?
??? ?
Fonte: Gupta e Shim (2007)
.
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Figura 11 – Densidade do CO2 para as temperaturas de (40, 50 e 60) °C.
50 100 150 200 250 300 350
250
500
750
1000
Densidade CO
2
Pressão (bar)
D
e
n
sid
a
d
e
 (
kg
/m
3 )
40 °C
50 °C
60 °C
2.3. Extração com fluido supercrítico 69
2.3 Extração com fluido supercrítico
A extração com fluido supercrítico consiste em um processo
de duas etapas: extração e separação dos componentes solúveis
no solvente SC. A extração pode ser aplicada a sólidos, líquido
ou uma matriz viscosa. Baseado no objetivo de extração, dois
diferentes cenário podem ser considerados
1. Separação do material impregnado. Neste caso, a matéria-
prima constitui o produto final, após os compostos inde-
sejáveis serem removidos, por exemplo, desalcoolização de
bebidas alcoólicas, a remoção de off-flavors ou descafeina-
ção do café (ZOSEL, 1974).
2. Separação do extrato do material. Os compostos extraídos
da matéria-prima constituem o produto final, por exemplo,
óleo essencial ou extração de antioxidantes.
A separação dos compostos solúveis no fluido supercrítico
pode ser realizada por meio da modificação das propriedades ter-
modinâmicas do solvente supercrítico ou por um agente externo.
No primeiro caso, o poder solvente é modificado manipulando-se
a pressão ou temperatura. No segundo caso, a separação pode
ser realizada por adsorção ou absorção. O método mais comum
diminui a pressão pela expansão isoentálpica, que provê uma re-
dução da densidade do fluido e, portanto, uma redução do seu
poder solvente. Se a separação acontecer com a manipulação
da temperatura, duas situações podem ocorrer, dependendo da
solubilidade dos compostos dissolvidos. Se a solubilidade au-
menta com a temperatura a pressão constante, a diminuição da
temperatura diminui a solubilidade e separa os compostos dis-
solvidos no solvente supercrítico. Se a solubilidade diminui com
o aumento da temperatura a pressão constante, um aumento na
temperatura irá separar os componentes do fluido supercrítico
solvente. Se a separação é realizada por um agente auxiliar, como
um adsorvente, sem ocorrer alteração significativa da pressão, o
diferencial de pressão entre a bomba é muito menor. Este tipo
de processo implica em custos operacionais mais baixos. No en-
tanto, a recuperação do extrato do adsorvente é frequentemente
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muito difícil. Para superar esta desvantagem de perdas elevadas
do extrato, a etapa de adsorção pode ser substituída por uma
etapa de absorção. O extrato dissolvido no solvente supercrítico
é absorvido por um fluido de lavagem em um fluxo de contracor-
rente com uma coluna empacotada ou torre spray sob pressão. A
separação de solutos por adsorção e absorção tem sido aplicada
na descafeinação de café (ZOSEL, 1974).
Uma das principais vantagens dos fluidos supercríticos é a
capacidade de modificar sua seletividade por meio da variação
da pressão e da temperatura (isto é, modificando densidade do
fluido). Portanto, fluidos supercríticos são usados para extrair
seletivamente ou separar um composto específico de uma mis-
tura. Um desses procedimentos se dá pelo processo de extração
fracionada. Neste caso, a extração é realizada em duas etapas.
Durante a primeira fase, é selecionada uma relativa baixa densi-
dade do fluido, o que permite a extração dos compostos que são
solúveis em baixa pressão. Em seguida, o resíduo é extraído com
uma maior densidade do fluido para recuperar os compostos mais
pesados (por exemplo, desalcoolização da sidra, (MEDINA; MAR-
TINEZ, 1997)). Outro exemplo de extração fracionada consiste na
remoção das frações apolares na primeira fase, com um solvente
supercrítico e a remoção de uma fração mais polar do resíduo
presente na segunda fase. Pode-se citar como exemplo, a extra-
ção de ingredientes ativos a partir de semente de uva, com adição
de um co-solvente (MARTINEZ; ASHRAF-KHORASSANI; CHORDIA,
2003).
Embora a extração com fluidos supercríticos tenha inici-
ado a mais de 50 anos, o numero de publicações envolvendo esse
título tem aumentado ano após ano. Segundo dados obtidos em
um portal de publicações (sciencedirect.com) o crescimento dessa
área se manteve constante nos últimos cinco anos, conforme pode-
se observar na Figura 12. Isso demonstra a importância do con-
tínuo desenvolvimento desse campo de pesquisa.
Ainda, no mesmo portal de publicações (sciencedirect.com)
pesquisas envolvendo a extração supercrítica de alecrim tem au-
mentado nos últimos 3 anos, Figura 13, mostrando novas abor-
dagens na pesquisa dessa planta.
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Figura 12 – Número de publicações com o título (Supercritical Fluid Extrac-
tion), pesquisado em 06-2012.
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Fonte: ScienceDirect.com
Figura 13 – Número de publicações com o título (Supercritical Fluid Extrac-
tion ’e’ rosmarinus officinalis), pesquisado em 06-2012.
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García-Risco et al. (2010) avaliaram o efeito da ampliação
na escala de extração supercrítica do alecrim (0,6 kg de matriz
vegetal) a 300 bar e 40 °C, comparando com os dados da litera-
tura em escala analítica (0,03 - 0,1 kg). Para isso foi mantida
a relação de vazão de CO2, proposta por Carvalho et al. (2005).
Eles observaram que o comportamento cinético na curva de ex-
tração se manteve, porém um pouco atrasada em relação à escala
analítica. Atribuiu essa fato ao tamanho de partícula utilizado
da matriz vegetal, que em seu trabalho era maior (500-1000 μm)
daquele em escala inferior (660 μm).
Bensebia et al. (2009) analisaram os efeitos dos parâmetros
de extração supercrítica de alecrim, tamanho médio de partícula
(150 - 436 μm), vazão de solvente (1-5 g/min), pressão (100-180
bar), temperatura (40-60 °C) e adição de etanol (3 %) na ma-
triz vegetal. Concluiu que os parâmetros, tamanho de partícula,
pressão e temperatura afetam a taxa de extração, onde a vazão
de solvente apresentou uma influência desprezível na cinética de
extração.
Ivanovic et al. (2009) isolou e caracterizou extratos de ale-
crim, obtidos a 300 bar a 40 °C e 100 °C. Determinaram que a
fração com maior potencial antioxidante foi obtida nas condições
de 300 bar de 100 °C, evidenciando a sua maior atividade antio-
xidante comparado ao antioxidante sintético (BHA) e ao extrato
de alecrim comercial (FlavorPlusTM ).
Pereira e Meireles (2007) realizaram uma avaliação econô-
mica do processo de extração supercrítica de alecrim, erva-doce e
funcho, comparando o custo de manufatura desses processos com
o hidrodestilado. As anáises demonstraram a viabilidade econô-
mica da obtenção do extrato por extração supercrítica. Onde os
altos custos de obtenção do óleo essencial obtido por hidrodes-
tilação está associado principalmente ao baixo rendimento e ao
alto consumo energético desse processo.
Peng et al. (2007) obtiveram o extrato supercrítico do ale-
crim a partir de folhas frescas, nas condições de 340 bar e 80 °C
(10 % co-solvente etanol), com um rendimento de 5,3 %, onde
cinco compostos majoritários foram identificados por LC/MS,
dentre eles o ácido rosmarínico e o ácido carnósico estavam pre-
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sentes. O extrato foi testado frente a células tumorais (TNF-α),
indicando que seu potencial anti-tumorogênico e nas dosagens
de aplicação entre 3,13 a 25 μg/mL não citotóxica. Concluíram
que o alecrim pode ser considerado uma erva anti-inflamatória e
anti-tumoral.
Os trabalhos aqui reportados são alguns exemplos dos abun-
dantes estudos na literatura sobre a ESC de alecrim.
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2.4 Separação e purificação de compostos naturais
A separação de compostos naturais é amplamente estu-
dada (YANAGIDA et al., 2007; DALTON; BRANT; WIESNER, 2005;
FISCHER et al., 1991; YANG et al., ; IGNAT; VOLF; POPA, 2011;
BIELSKI; TENCER, 2010; SETIANTO et al., 2009; SARRADE; RIOS;
CARLèS, 1998; LU; WEI; YUAN, 2007; ACKLEY; REGE; SAXENA,
2003; FANG et al., 2007; MARSTON; BOREL; HOSTETTMANN, 1988),
e realizada por diferentes métodos. Os processos mais conhecidos
são, High Pressure Liquid Chromatography (HPLC), Supercritical
Fluid Chromatography (SFC), destilação, centrifugação e filtra-
ção.
Os processos de separação de compostos são guiados por
fatores econômicos, em se tratando de produção, onde cada caso é
avaliado individualmente quanto a escolha do seu modelo de pro-
cesso. Dentre as técnicas de separação, amplamente conhecidas
como o HPLC, SFC ou Simulated Moving-Bed (SMB), diferentes
casos podem ser aplicados a cada uma delas, que basicamente
envolvem o modo de operação (batelada ou contínuo) e a escala
(analítica, semi-preparativa, preparativa ou industrial). A esco-
lha desses processos se resume nas características do composto a
ser separado, pureza final e escala, aliada aos fatores econômicos.
Cada tipo de processo apresenta suas vantagens e desvantagens.
Atualmente o uso de técnicas de cromatografia preparativa
para produção de substâncias de alta pureza é bem estabelecido.
Além dos clássicos processos descontínuos de eluição em batelada,
diferentes conceitos para separação cromatográfica têm sido de-
senvolvidos. Um importante desenvolvimento nessa área é, por
exemplo, o processo contínuo de leito móvel simulado, SMB (PE-
PER; JOHANNSEN; BRUNNER, 2007).
Na cromatografia em batelada a mistura de alimentação
é injetada em modo descontínuo, como um pulso na corrente
de solvente na entrada da coluna (HPLC-batelada). O solvente
(fase móvel) carrega a mistura de componentes através do leito
adsorvente (fase estacionária). Devido a diferentes afinidades
de adsorção dos componentes da alimentação, as velocidades de
eluição dos componentes são diferentes. Se a distância entre os
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componentes é suficientemente grande na saída da coluna, os
componentes individuais podem ser recolhidos em recipientes di-
ferentes.
Toda a base para desenvolvimento de um processo de sepa-
ração de misturas complexas passa pela cromatografia. A partir
dessa técnica pode-se fazer estimativas do potencial econômico e
viabilidade de obtenção de um determinado produto. Na indús-
tria, para separação em larga escala, essa técnica é utilizada como
primeiro passo na avaliação de um processo de separação. Seja
ele na determinação analítica para validação do método, como
análise quantitativa, seja ele para ensaios em escala piloto para
agregação de valor em produtos farmacêuticos. Com o constante
desenvolvimento de novas técnicas separativas hoje potencializa-
das pela busca de produtos de fontes naturais, e não mais im-
pulsionadas pela busca de rotas de síntese (na área de produtos
naturais), volta-se a atenção sobre tais técnicas. O SMB veio
com o intuito de suprimir os custos operacionais das técnicas de
separação cromatográfica realizadas em batelada.
O processo de separação cromatográfica em escala indus-
trial tem objetivos diferentes da escala analítica. Segundo Pyn-
nonem (1998) um processo cromatográfico possui muitos graus de
liberdade quando da sua escolha no planejamento do processo de
separação. Fatores que não são importantes em escala analítica
são de extrema importância no custo do processo de separação
em escala industrial, tais como, alta solubilidade do soluto no
eluente, tamanho da coluna, temperatura de operação, trabalho
de empacotamento da coluna, tamanho de partículas, recupera-
ção do solvente e escala do equipamento. O uso de tamanhos de
partículas na faixa de (50-200) μm, considerado grande, quando
comparado as de escala analítica (5 μm), empacotado em colunas
maiores e operando em modo contínuo, em sistema SMB, pode
reduzir o custo do processo de separação em ordens de magni-
tude. Ainda segundo o autor, a visão analítica de um processo
de separação o qual visa se obter picos bem definidos com alta
pureza e resolução não se aplicam a um modelo econômico do
processo industrial. Sendo a chave para se libertar de um alto
custo é a mudança na maneira de se planejar o processo. Nos
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processos de cromatografia por eluição (processos normais em
batelada, como em HPLC-analítico) a alta pureza de um com-
posto e sua recuperação não pode ser obtida com baixa resolução
de pico. Porém em um processo contínuo, como no caso do SMB
isso seria possível, e se tornou uma realidade há algum tempo,
(PYNNONEN, 1998).
Para uma avaliação global do custos de um processo de
separação, quatro são os fatores de maior influência. São eles,
a coluna de separação e suas condições operacionais, o tamanho
de partícula utilizado, a escala e a otimização econômica do pro-
cesso. Sendo importantes tanto em um sistema de eluição (cro-
matografia liquida em batelada) como em um sistema SMB. Se
apenas um desses fatores é otimizado é improvável que o custo
seja minimizado. Para apresentar um visão mais geral do im-
pacto de suas escolhas serão descritas, brevemente, as principais
característica de cada um deles.
• Tamanho de partícula
Perda de carga
Custo do equipamento
Resolução
Procedimento de empacotamento da coluna
• Coluna de separação e condições operacionais
Dimensões da coluna (altura e diâmetro)
Vazão de solvente
Alimentação (pureza e concentração)
Distribuição (sistema de coleta das frações)
• Economias de escala
Investimento (equipamentos)
Custo operacional
• Otimização econômica
Integração do processo
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Compra de solventes vs reciclo
2.4.1 Leito Móvel Simulado (SMB)
A separação de compostos vem sendo desenvolvida por dé-
cadas, e o uso de processos cromatográficos se deu desde 1950,
quando em 1960 sofreu um grande salto no seu desenvolvimento,
quando a empresa UOP (Process Division, EUA) introduziu no
mercado um novo processo chamado de, leito móvel simulado,
SMB, o Sorbex.
Um sistema SMB consiste em várias colunas ligadas umas
às outras em um circuito. Um fluxo contra-corrente entre a fase
estacionária e móvel é simulado por comutação das portas de en-
trada e saída das colunas periodicamente na direção do fluxo de
fluido. Os quatro fluxos externos (alimentação, extrato, rafinado
e o dessorvente ou eluente) dividem o sistema em quatro seções
ou zonas com diferentes vazões de fase móvel. A separação é re-
alizada nas zonas 2 e 3, onde o componente mais retido tem de
ser adsorvido e levado para a porta de extrato por meio do mo-
vimento simulado da fase estacionária, enquanto que o composto
menos adsorvido sendo transportado na direção oposta com a fase
móvel para a porta do rafinado. A zona 1 da fase sólida (estacio-
nária) e a zona 4 da fase móvel são limpas. Se todos as vazões e
as aberturas das válvulas de admissão e de saída são determina-
das corretamente, as frações do rafinado e do extrato podem ser
retiradas com purezas elevadas. Em um processo SMB com mais
de quatro colunas, as posições relativas dos quatro fluxos não
são únicas. Isto cria um grande número de configurações possí-
veis de coluna, em cada uma das zonas, Figura 14 (NAVARRO et
al., 1997; MATA; RODRIGUES, 2001; KAISER et al., 2009; JO; NAM;
MUN, 2010).
Kaemmerer, Brunner e Johannsen (2007) desenvolveram
um ciclo de solvente com a possibilidade de controle do modifica-
dor em uma unidade SMB-SFC-preparativo. A aplicabilidade do
conceito do controle desenvolvido para utilização de 2-propanol
em CO2 supercrítico foi verificada por uma série de testes ex-
perimentais envolvendo uma planta SMB-SFC de oito colunas.
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Figura 14 – Esquema funcional de um processo contínuo SMB.
Diferentes variações no processo foram avaliadas em termos de
consumo energético e de solvente. Obtiveram uma economia e
recuperação de quase todo o CO2 e 76 % do modificador utili-
zado.
Segundo Peper, Johannsen e Brunner (2007), com os re-
sultados obtidos em seu trabalho de comparação do custo de
separação do R − /S−Ibuprofen utilizando fluidos supercríticos,
ele encontrou diferenças significantes entre as técnicas de HPLC-
batelada, SFC-batelada e SMB-SFC (utilizando CO2 como fase
móvel). Em escala analítica (baixas vazões), ele observou que
o processo de separação utilizando SMB-SFC é muito mais caro
do que os processos em batelada, tanto em HPLC ou SFC. Em
escala de produção o custo de separação utilizando o HPLC é do-
minado pelos custos da fase estacionária e móvel (solventes e sua
recuperação) (JUPKE; EPPING; SCHMIDT-TRAUB, 2002). Do con-
trário na SFC, até 80 % dos custos são em investimentos, e a fase
móvel, no caso CO2, é relativamente barata e facilmente recupe-
rada por completo, no reciclo. Ainda segundo Peper, Johannsen
e Brunner (2007) o SMB é mais econômico se líquidos forem uti-
lizados como fase móvel, caso contrário a SFC-batelada se torna
mais vantajosa.
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2.4.2 Cromatografia Supercrítica
Os fluidos supercríticos possuem densidades e capacidades
de dissolver, muito semelhantes à de certos líquidos, porém com
menor viscosidade e melhores propriedades de difusão. Assim, os
FSCs utilizados como fase móvel em cromatografia atuam como
transportadores de substâncias, assim como a fase móvel em cro-
matografia gasosa (GC), e também para dissolver estas substân-
cias como solventes em cromatografia líquida (HPLC). Esta vari-
ação é conhecida como cromatografia supercrítica (SFC). Klesper
et al.(1962) são considerados descobridores da SFC, eles descre-
veram, em 1962, a separação de derivados parfirínicos termo-
lábeis com clorofluorometanos supercrítico em pressões de até
140 bar e temperaturas entre 150 e 170 °C, (KLESPER; CORWIN;
TURNER, 1962). Este método foi desenvolvido tanto na teoria
e experimentalmente mais tarde por outros autores na mesma
década (SIE; RIJNDERS, 1967). Mais de 300 artigos foram pu-
blicados no período de dois anos terminando em novembro de
2005. Trabalhos de aplicação compondo a maioria dos trabalhos
publicados. Aplicações farmacêuticas envolvendo compostos mo-
deradamente polares foram temas na área de SFC. Alimentos e
produtos naturais, juntamente com aplicações ambientais foram
o principal foco principal da SFE. A maior parte dos trabalhos
na área ambiental tratavam-se de compostos apolares como os
hidrocarbonetos poliaromáticos e bifenilos policlorados em que
o CO2 supercrítico (apolar) rendeu elevada eficiência de extra-
ção. Sistemas com co-solvente combinado com CO2, com um ou
mais modificadores aumentaram a utilidade do CO2 supercrítico
para os analitos mais polares foram utilizados para resolver pro-
blemas de separação de produtos farmacêuticos. Dessa forma,
novas razões foram redescobertos que favoreceram o uso da SFC
com o um aumento da demanda por processos ambientalmente
corretos visando a eliminação de solventes orgânicos que levam à
destruição da camada de ozônio (TAYLOR, 2010).
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2.4.2.1 Cromatografia Supercrítica com coluna empacotada (pSFC)
A pSFC com recheio têm sido amplamente aceita. É mais
robusta e mais adaptável a um amplo espectro de classes de com-
postos, além dos compostos poliméricos de baixo peso molecular
e de surfactantes não iônicos (SIE; RIJNDERS, 1967). Dessa forma,
é mais útil para as rotinas de separação de produtos farmacêu-
ticos, do que, por exemplo, colunas capilares (colunas abertas)
para SFC. É seguro dizer que a SFC está sendo aprimorada e
mais utilizado na indústria (TAYLOR, 2009), onde o campo de
aplicação está tecnologicamente mais aprimorado (FRUTOS; HER-
NANDEZHERRERO, 2005). As razões, embora re-descobertas fa-
vorecem o uso do SFC, tais como um aumento da procura por
processos ambientalmente corretos com a eliminação de solventes
orgânicos (REIS-VASCO; COELHO; PALAVRA, 1999). Além disso,
a união de pSFC à espectrometria de massas e detectores de UV
é experimentalmente mais simples do que a utilização de colunas
capilares (abertas) em SFC. Sabe-se que a SFC é uma croma-
tografia em fase normal, porém sem a maioria dos problemas,
geralmente associada à fase normal do HPLC.
Nos procedimentos de análise, para atingir o ponto de equi-
líbrio em um SFC é muito rápido, pois geralmente necessitam de
um vazão de somente 60 % do volume da coluna. A composição,
pressão e a temperatura podem ser programadas, com rápida re-
cuperação das condições iniciais entre as análises. Resíduos ou
traços de água não causam variações na retenção de compostos,
o que frequentemente acontece em cromatografia HPLC de fase
normal. Segundo Mukhopadhy (2008) os trabalhos que foram pu-
blicados durante a década passada continuam em uma tendência
perturbadora na medida em que o desenvolvimento fundamental
do SFC se torna um foco para muitas aplicações. Especifica-
mente, muitos dos manuscritos são aplicações orientadas para ou
de autoria de organizações (clientes), como empresas farmacêuti-
cas. Essas empresas e os seus autores devem ser recomendados a
pesquisar e compartilhar livremente tais importantes trabalhos.
No entanto, a ausência geral de trabalhos fundamentais de SFC
relacionados à comunidade acadêmica, preocupa, do ponto de
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vista dos avanços e das aplicações na ciência e na formação de
estudantes e futuros pesquisadores na área. Em grande parte,
pesquisadores na área ainda estão relutantes em trocar, do sis-
tema HPLC para o SFC, devido ao tempo necessário a ser inves-
tido no desenvolvimento de novas metodologias, que hoje já são
dominadas pelas técnicas clássicas (Corrêa Júnior; MING; SCHEF-
FER, 1994; MUKHOPADHYAY, 2008).
Informações apresentam inúmeras vantagens de se traba-
lhar com pSFC em relação ao HPLC: (a) menor viscosidade e
maior difusividade da fase móvel supercrítica em relação aos lí-
quidos que levam à separações mais rápidas e eficientes por uni-
dade de tempo, e menor tempo de recuperação entre as injeções;
(b) a fase móvel utilizando dióxido de carbono é inerte, ambien-
talmente "verde"e eficiente para a separação em larga escala; (c)
bancos de colunas em série, com as mesmas ou múltiplas fases,
com um total de pratos teóricos superior a 100.000, (d) seletivi-
dade que corresponde HPLC de fase reversa e ajustável, e ainda
(e) os ensaios de HPLC podem ser executado na instrumentação
de SFC. Porém ao trabalhar com compostos solúveis em água o
HPLC de fase reversa continua a ser a primeira escolha. Mas
para certas aplicações, tais como separações quirais de alto ren-
dimento, o SFC apresenta suas vantagens.
2.4.3 Aplicações em produtos naturais
Os compostos ativos, antimicrobiano (AM) e antioxidante
(AO) possuem considerável interesse e tem recebido mais e mais
atenção devido às suas propriedades bioativas. Os compostos fe-
nólicos estão entre os mais desejáveis fitoquímicos devido a sua
propriedade antioxidante. Esses compostos são conhecidos como
metabolitos secundários das plantas e possuem também atividade
antimicrobiana, antiviral e anti-inflamatória juntamente com a
sua alta atividade antioxidante. Muitos esforços tem sido feito
afim de se desenvolver métodos de alta sensitividade e seletivi-
dade para determinação e caracterização desses compostos (IG-
NAT; VOLF; POPA, 2011).
A natureza química do composto chamado davanana, iso-
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lado do óleo de davana (Artemisia pallens) via pSFC com fase
móvel CO2 foi determinada (COLEMAN et al., 2007). Foram tes-
tadas várias fases estacionárias com base sílica. A separação em
escala semi-preparativa, a qual rendeu três frações, foi desenvol-
vida em uma coluna de sílica ligada com 2-etilpiridina (250 x 10
mm, 5 μm). A fração de davanana foi quase 100% pura optica-
mente. Os resultados indicaram que o fracionamento do óleo de
davana com fluidos supercríticos perto da temperatura ambiente
teve pouco efeito sobre a integridade óptica da amostra. Pep-
tídeos relativamente grandes (de no mínimo 40mers) contendo
uma variedade de resíduos ácidos e básicos foram eluídos através
da SFC. O ácido trifluoroacético foi utilizado como um aditivo na
fase móvel CO2/etanol para suprimir a desprotonação do grupo
de ácido carboxílico e protonar grupos aminas dos peptídeos. A
coluna de sílica com 2-etilpiridina ligada foi utilizada na maioria
deste trabalho. A fase móvel foi relativamente simples, compatí-
vel com detecção por espectrometria de massa (COLEMAN et al.,
2007).
Ramírez et al. (2005) prepararam colunas cromatográficas
capilares empacotadas, conforme Ibáñez et al. (1999), especial-
mente para avaliar a separação de compostos antioxidantes por
SFC utilizando CO2 puro. O estudo envolveu o uso de partí-
culas de octadecilsilano (ODS) comercial e partículas de sílica
revestidas com uma fase estacionária comumente utilizada em
cromatografia gasosa, como a CW20M (polietileno glicol) de alta
polaridade. De modo a selecionar as condições cromatográficas
apropriadas para eluir os compostos antioxidantes de estrutura
fenólica, o acido carnósico foi utilizado como o modelo de molé-
cula, e um estudo teórico da solubilidade foi realizado. O acido
carnósico foi eluído sem utilização de co-solvente, nas condições
de 370 bar e a diferentes temperaturas, porém isso ocorreu so-
mente quando partículas revestidas com CW20M foram utiliza-
das na coluna. A eluição do acido carnósico não foi possível
quando as partículas de ODS (C18) foram testadas, provavel-
mente devido à forte interação do grupo ácido da molécula com
os sítios ativos remanescentes na coluna (RAMÍREZ et al., 2005).
Ramírez et al. (2004) separaram compostos antioxidantes
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dos extratos de alecrim obtido por extração supercrítica com um
SFC com detector de ionização em chamas e uma coluna capi-
lar empacotada. No trabalho foram utilizadas colunas de sílica
revestida com SE-54 (5% fenil, 95% metil silicone) e CW20M
(polietileno glicol). A utilização dessas colunas capilares empa-
cotadas permitiu a separação de compostos polares por SFC com
CO2 puro (sem adição de co-solvente). As melhores condições de
separação foram (370 bar e 100 °C) para compostos como ácido
carnósico e carnosol, enquanto as baixas pressões foram suficien-
tes para separar compostos dos óleos essenciais.
Ramírez et al. (2006) fracionaram o extrato supercrítico de
alecrim utilizando um SFC-preparativo. No trabalho foram oti-
mizadas as condições de operação para isolar compostos respon-
sáveis pelas atividades antimicrobiana e antioxidante, descritos
como ácido carnósico, metil carnosato e carnosol. Uma coluna
LC-Diol (25 cm x 10 mm d.i.) empacotada (dp = 5 μm) foi uti-
lizada e a separação ocorreu a 80°C da temperatura da coluna
e 130 bar de pressão com 10% de etanol como modificador da
fase móvel (CO2). Foram empregados no processo dois separa-
dores tipo ciclone para coletar as frações que eram analisadas
por HPLC-DAD, GC e análise antioxidante e antimicrobiana in
vitro. Após uma criteriosa seleção das condições operacionais foi
possível obter dois extratos diferentes, um rico em compostos an-
tioxidantes e antimicrobianos (com um aumento de 20% e 40% na
atividade antioxidante e antimicrobiana, respectivamente, com-
parada ao extrato original) coletado no ciclone 2 e com nenhum
residual de aroma e outro contendo o óleo essencial.
Ramírez et al. (2007) desenvolveram uma nova coluna es-
pecialmente para fracionar o extrato de alecrim por SFC com
um coletor de frações já descrito por Aruoma et al. (1993). A
coluna foi preparada com um novo método de empacotamento
que consiste na combinação de uma mistura e CO2 supercrítico
com partículas de sílica comercial revestidas com uma fase esta-
cionária utilizada em GC, como a SE-54. O novo procedimento
propicia o desenvolvimento de colunas com razoável eficiência e
alta estabilidade a altas pressões. A coluna (25 cm x 10 mm
d.i.) empacotada com sílica revestida com 3% de SE-54 foi pre-
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parada e seu poder de separação foi testado isolando frações com
alta atividade antimicrobiana e antioxidante do extrato SC de
alecrim. Os grupos de compostos separados foram o acido carnó-
sico, metil carnosato e o carnosol, como responsáveis em grande
parte pelas atividades antimicrobiana e antioxidante (RAMÍREZ
et al., 2007). Sendo que os compostos como cânfora, borneol, lina-
lool, verbenona e 1,8 cineol apresentaram também alta atividade
antimicrobiana (PATTNAIK et al., 1997; ANGIONI et al., 2004; SAC-
CHETTI et al., 2005; SANTOYO et al., 2005; CELIKTAS et al., 2007;
RAMÍREZ et al., 2007; KLANCNIK et al., 2009; ZIBETTI; BOLZAN;
MARANGONI, 2009).
Han et al. (2006) publicou um estudo sobre a separação da
coenzima Q10 (antioxidante dez vezes mais poderoso do que a
vitamina E) no óleo de palma e na fibra de palma por SFC com
detector UV, utilizando metanol como modificador da fase móvel
(CO2) com uma coluna C18 Metaphase RP (4,6 mm x 250 mm).
2.5. Alecrim (Rosmarinus officinalis) 85
2.5 Alecrim (Rosmarinus officinalis)
O alecrim, Rosmarinus officinalis é uma planta da família
Lamiaceae, originária da Região Mediterrânea e pode ser cul-
tivada em países de clima temperado. É um arbusto perene,
ramificado e de caule lenhoso, podendo chegar até a 2 m de al-
tura. Possui folhas lineares desprovidas de pedúnculo, pequenas
e finas, a parte inferior é de cor verde-acinzentada e a superior
de um verde escuro, Figura 15. Floresce quase todo o ano e não
necessita de cuidados especiais no seu cultivo, pode ser propa-
gada a partir de sementes ou mudas da divisão de touceiras ou
ramos. É uma das espécies integrantes do projeto "Produção,
processamento e comercialização de ervas medicinais, condimen-
tares e aromáticas", coordenado pela Embrapa Transferência de
Tecnologia - Escritório de Negócios de Campinas (SP), que está
sendo cultivada nas unidades demonstrativas da Embrapa Pan-
tanal (Corumbá, MS), Embrapa Semi-Árido (Petrolina, PE), nos
Escritórios de Negócios de Dourados (MS), Canoinhas (SC) e Pe-
trolina (PE) (Corrêa Júnior; MING; SCHEFFER, 1994; SARTÓRIO et
al., 2000; EMBRAPA, 2006).
May et al. (2010) estudaram o influência da altura de corte
e do intervalo destes sobre a produção de biomassa e no ren-
dimento do óleo essencial de alecrim cultivado na região de São
Paulo (SP). Determinaram que para intervalos de corte (colheita)
de 60 e 120 dias foi possível obter um massa seca da parte aérea
da planta de (3,95 e 8,39) t/ha, respectivamente.
O óleo essencial é armazenado em estruturas chamadas de
tricomas glandulares, localizada nas folhas da planta, (XIANG
et al., 2010). A família da Lamiaceae, engloba muitas espécies
aromáticas incluindo o Rosmarinus, que tem sido estudado por
causa dos óleos essenciais secretados pelos seus tricomas glandu-
lares. Em particular, o óleo essencial secretado pelos tricomas
glandulares das folhas de alecrim tem sido utilizado como um
conservante de alimentos, anti-séptico e adstringente há um longo
período de tempo. Estes tricomas glandulares do gênero Rosma-
rinus são os principais locais de acúmulo de vários metabólitos
secundários que possuem propriedades como, inibição de tumori-
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Figura 15 – A Folhas frescas de alecrim (Rosmarinus officinalis). B Micros-
copia eletrônica de varredura parte inferior da folha de alecrim (seca). C
corte na seção transversal da folha (seca).
gênese na pele, atividade antioxidante, proteção das células ver-
melhas do sangue e atividade anti-leucémica (HUANG et al., 1994;
RICHHELMER et al., ; SHABTAY et al., 2008). Os tricomas glandu-
lares são geralmente classificados morfologicamente em dois tipos
principais, peltado e capitato, e podem ser distinguidos pelo ta-
manho da cabeça e pelo comprimento do pedúnculo. Os tricomas
peltados possuem um pedúnculo curto e uma cabeça grande onde
os tricomas capitados são providos de um pedúnculo que é duas
vezes a sua cabeça (ASCENSAO L.; PAIS M.S., 1998). Tricomas
peltados tem as cavidades secretoras largas, entre (40 a 60) μm
de diâmetro, e os tricomas capitados tem cavidades globulares
secretoras, entre (10 a 30) μm de diâmetro (LUO et al., 2010).
Em estudo realizado por Choi et al. (2011), dois tipos de
tricomas glandulares, os peltadas e capitatos e os tricomas não
glandulares foram investigados nas folhas de Rosmarinus offi-
cinalis por microscopia eletrônica de varredura (MEV). Foram
determinadas a origem e o desenvolvimento dos produtos de se-
creção, assim como o padrão de compartimentação dos compo-
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nentes das cavidades secretoras e a origem das paredes das cé-
lulas subcuticulares. Observaram dois tipos muito distintos de
tricomas glandulares nas folhas de alecrim, mais especificamente
na superfície adaxial (parte superior da folha). No entanto, na
região abaxial (parte inferior da folha), ambos, tricomas pelta-
dos e capitados estavam densamente distribuídos. Os tricomas
não-glandulares (tectores) apareceram particularmente no veio
central da folha como multi-células em formato estrelado e de
pontas afiadas. Marin et al. (2006) estudaram os tricomas na
folhas de alecrim utilizando microscopia de fluorescência e ob-
servaram que os compostos fenólicos foram encontrados somente
nos tricomas peltados e não nos tricomas capitados.
2.5.1 Composição química do extrato de alecrim
A composição química dos extratos depende fortemente das
condições climáticas, do solo, da idade e ainda do modo de ex-
tração do conteúdo da planta. Os extratos do alecrim em sua
maioria são constituídos principalmente de compostos terpênicos.
Os terpenos são divididos em diferentes grupos: Hemiterpenos,
Monoterpenos, Sesquiterpenos, Diterpenos, Triterpenos, Tetra-
terpenos e Politerpenos. O óleo essencial do alecrim é constituído
basicamente de monoterpenos e sesquiterpenos e seu extrato al-
coólico pode conter os diterpenos e ácidos fenólicos. Alguns dos
diferentes constituintes dos extratos do alecrim estão agrupados
na Tabela 4.
2.5.2 Propriedades e compostos ativos do alecrim
Ervas e especiarias têm sido adicionadas aos alimentos desde
os tempos antigos, principalmente para modificar ou aprimorar
seu sabor. Os vegetais são de longe as fontes naturais mais bem
estudadas, pois contém uma variedade enorme de compostos ati-
vos que podem ser utilizados na indústria de alimentos como
compostos funcionais ou nutracêuticos. Os antioxidantes de al-
gumas espécies são compostos que, quando presentes em alimen-
tos, em baixa concentração, comparado a um substrato oxidável,
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Figura 16 – Microscopia eletrônica de varredura da folha de alecrim (Rosma-
rinus officinalis). a Tricoma glandular peltado (PT) e não-glandular (NT).
b Superfície abaxial da folha com inúmeros tricomas (peltado e capitado)
bem como tricomas não-glandulares no veio central da folha (MT). c Vista
detalhada do tricoma peltado (PT) e do capitado (CT) na superfície adaxial
da folha corte. d Tricoma capitado (CT) cercado por estômatos (ST), cera
epicutícular (EW) na epiderme. e Glândula peltada madura (PT). f Vista
detalhada do tricoma peltado iniciando a ruptura da cutícula e o tricoma
peltado maduro após a separação do saco cuticular (CS).
Fonte: Choi et al. (2011).
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Tabela 4 – Composição química dos extratos de alecrim. AM - atividade
antimicrobiana, AO - atividade antioxidante.
Monoterpenos (C10H16)
Acíclicos mirceno C10H16Olinalol C10H18O AM (PATTNAIK et al.,
1997)
Monocíclico
4-terpinol C10H18O
α-terpineol C10H18O
limoneno C10H16 AM (VUUREN; VILJOEN,
2007)
Aromáticos para-cimeno C10H14
Bicíclicos
α-pineno C10H16
β-pineno C10H16
1,8 cineol C10H18O AM (VUUREN; VILJOEN,
2007)
canfeno C10H16
verbenona C10H14O AM
canfora C10H16O AM (SANTOYO et al.,
2005)
borneol C10H18O AM (SANTOYO et al.,
2005)
acetato de
bornila
C12H20O2
Sesquiterpenos (C15H24)
oxido de cari-
ofileno
C15H24O
cariofileno C15H24O
humuleno C15H24
bisabolol C15H26O
Diterpenos (C20H22)
Fenólicos
ácido carnó-
sico
C20H28O4AM
AO
(RAMÍREZ et al.,
2007)
carnosol C20H26O4AM (ARUOMA et al.,
1993)
rosmanol C20H26O5AM
AO
(RAMÍREZ et al.,
2007)
Ácidos fenólicos ácido rosmarí-nico
C18H16O8AM
AO
(IVANOVIC et al.,
2009)
ácido cafeico C9H8O4
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claramente atrasam ou previnem a sua oxidação (ARUOMA et al.,
1993; HALLIWELL, 2001).
Os extratos de alecrim (Rosmarinus officinalis) possuem
uma potente atividade antioxidante e são amplamente utiliza-
dos na indústria de alimentos. Vários pesquisadores reportaram
a efetividade dos extratos de alecrim em alimentos, retardando
a oxidação lipídica em pedaços de carne, nas concentrações en-
tre 200 a 1000 mg/kg, sendo nas concentrações próximas a 1000
mg/kg o extrato foi tão efetivo quanto o uso de BHA/BHT (an-
tioxidantes sintéticos amplamente utilizados) em salsichas con-
geladas (pré-cozidas) (LAWRENCE; SHU, 1993). A atividade an-
tioxidante do extrato do alecrim está associada à presença de
diversos diterpenos fenólicos, como o ácido carnósico, rosmanol,
rosmarinoquinona e rosmanídeo fenol, que interrompem a pro-
pagação das reações em cadeia dos radicais livres pela doação de
hidrogênio (SIE; RIJNDERS, 1967). Além da inibição da oxidação
lipídica, vários autores reportaram a atividade antimicrobiana
dos extratos de alecrim (ARUOMA et al., 1993; ANGIONI et al.,
2004; WECKESSER et al., 2007; GENENA et al., 2008; KLANCNIK et
al., 2009; ZIBETTI; BOLZAN; MARANGONI, 2009).
Baño et al. (2003) apresentou a variação da concentração de
seis compostos com três polifenóis diferentes do Rosmarinus offi-
cinalis: diterpenos fenólicos (ácido carnósico e ácido 12-O-metil
carnósico), derivado do cafeoil (ácido rosmarínico), e flavonas
(isoscutellarein 7-O-glucoside e genkwanin), cada um mostrando
um comportamento característico e uma distribuição durante o
ciclo vegetativo. Os seis compostos juntos só puderam ser en-
contrados nas folhas, e as maiores taxas de acúmulo foram rela-
cionadas com estágios iniciais de desenvolvimento da planta. O
ácido rosmarínico apresentou a maior concentração de todos os
polifenóis em todos os órgãos da planta (folhas, flores e troncos).
A distribuição desse ácido nas folhas, flores e troncos sugerem
que nos primeiros estágios do crescimento das flores, os níveis
estão em uma biosíntese in situ, e nos últimos estágios, a distri-
buição do fenômeno de transporte foi aumentada. A atividade
antioxidante dos seis extratos com diferentes composições de po-
lifenóis foi avaliada em sistema aquoso e lipídico. Os resultados
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claramente sugerem que os extratos de alecrim são excelentes
antioxidantes em ambos os meios, aquoso e lipídico.
2.5.3 Separação e purificação do ácido rosmarínico
Um grande número de patentes internacionais envolvendo
o composto ácido rosmarínico foram publicadas, em maior nú-
mero desde 2002 até 2012. As maiores detentoras das patentes
envolvendo esse composto são as empresas farmacêuticas, quími-
cas, alimentícias e de cosméticos, dentre elas Mary Kay, Avon,
Colgate, Dow Corning, Unilever, Solae etc, (fonte WIPO - World
Intellectual Property Organization). No Brasil existe apenas um
pedido de patente envolvendo o composto (em fase de análise),
e se trata de um pedido depositado em 2008, envolvendo a sua
obtenção a partir do Origanum vulgare (orégano) e sua aplica-
ção no tratamento de diabetes (CUNHA et al., 2008). Na referida
patente o método de extração foi realizado por infusão em água,
maceração em etanol/água (95:5) e solução água/ácido acético
(85:15) e precipitação com hidróxido de cálcio.
Christ e Kesselring (1982) patentearam um processo para
isolar o ácido rosmarínico de plantas em específico da erva-cidreira
(Melissa officinalis). Foi requerida a proteção do processo de ex-
tração, que compreendia basicamente em utilizar água para ex-
tração entre (80 a 100) °C por de (30 a 60) min, sob agitação,
acidificando o extrato a um pH entre 2 a 2,5, seguido de uma
extração líquido-líquido do extrato acidificado com um solvente
orgânico (preferencialmente éter dietílico ou éter diisopropílico)
seguido de processos de lavagem, filtração e evaporação do sol-
vente.
Haworth (2002) patenteou um processo para obter os com-
postos antioxidantes e o óleo essencial de espécies da família das
Lamiaceae (incluindo o alecrim), envolvendo os passos de extra-
ção com solventes orgânicos (preferencialmente tetraidrofurano)
e misturas de acetona, etanol, metanol, propano e hexano, se-
guido da remoção do solvente, evaporação do óleo essencial e sua
condensação, e obtenção do resíduo da evaporação como extrato
antioxidante.
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Kott e Fletcher (2010) patentearam o uso de uma varie-
dade da planta hortelã (Mentha spicata) com alto teor de ácido
rosmarínico (70 a 150) mg/g, método de extração e as aplicações
do extrato concentrado dessa variedade em bebidas e cosméticos.
Nahas, Barren e Reynhout (2012) patentearam o processo
de preparação de antioxidantes solúveis em água e óleo, extraí-
dos juntos, de ervas da família Labiatae em uma única extração
utilizando álcool e água, seguido de uma simples e efetiva etapa
de purificação que permite a separação da fração de antioxidan-
tes solúveis em água (contendo ácido rosmarínico) e uma fração
contendo principalmente ácido carnósico e o carnosol, sem o uso
de etapas de particionamento com ácidos e bases.
2.6. Considerações sobre o estado da arte 93
2.6 Considerações sobre o estado da arte
Segundo a revisão bibliográfica aqui apresentada pode-se
observar que muito tem sido feito no intuito de desenvolver técni-
cas extrativas visando o beneficiamento de matérias-prima, den-
tre elas o alecrim. Outras potencialidades tratadas sobre os com-
postos de alto valor agregado, presentes nesse material vegetal,
como possíveis constituintes em novos fármacos e ainda em apli-
cação na indústria de alimentos. Muitas das técnicas extrativas
envolvem o uso de CO2 supercrítico, e o uso de solventes orgâ-
nicos como acetona, acetonitrila e metanol. No caso da extração
com CO2 supercrítico observa-se que esse solvente apresenta uma
boa capacidade de solubilização de compostos terpênicos, dos
quais fazem parte compostos como o α-pineno, eucaliptol, bor-
neol, limoneno, cânfora, cariofileno entre outros que apresentam
atividade biológica comprovada, como agentes antimicrobianos.
Ainda com o uso de altas pressões (superiores a 350 bar) e tem-
peraturas superiores a 80 °C, foi possível extrair alguns compos-
tos polares, como o ácido carnósico, carnosol e ácido rosmarínico,
com propriedades antioxidantes (PENG et al., 2007). No que tange
aos procedimentos de extração supercrítica do extrato de alecrim,
já foram bastante estudados ao longo desses últimos anos, porém
pouco é tratado quando se diz respeito ao fracionamento dos seus
compostos durante os estágios desse processo.
Além disso extratos etanólicos obtidos por técnicas con-
vencionais de extração das folhas do alecrim apresentaram alto
poder antioxidante em produtos alimentícios, como a manteiga
(ŻEGARSKA et al., 1998), o que demonstra a grande aplicabilidade
dos extratos obtidos dessa planta. Os incentivos para o cultivo
dessa e de outras plantas (EMBRAPA, 2006) e de sua capacidade
produtiva de massa folhear por hectare (MAY et al., 2010), fazem
desse material vegetal altamente atrativo ao uso em uma cadeia
produtiva de compostos de alto valor agregado.
De uma maneira geral é interessante notar que existe um
crescente número de estudos a respeito das propriedades anti-
oxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatória e antitumoral dos
compostos bioativos dessa planta. Ainda poucas pesquisas fo-
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ram realizadas com aplicação em produtos alimentares, porém
vem gerando grande interesse da comunidade acadêmica (AB-
DOLLAHI; REZAEI; FARZI, 2012). Porém as técnicas de separação
e purificação de compostos bioativos, em especial os compostos
polares, na maioria dos casos é realizada com o uso de demo-
radas técnicas de extração sólido-líquido, seguindo de extrações
líquido-líquido, que geram grandes quantidades de resíduos de
solventes orgânicos (tóxicos), que muitas vezes restringem o uso
do produto final. Nota-se que grande parte dos estudos não se
valem dos fatores econômicos e menos ainda da possibilidade de
produção em escala para aplicação dos mesmos.
Com a pretensão de propor técnicas bem estabelecidas para
a produção de compostos de alto valor agregado, faz-se necessá-
rio uma avaliação global de cada caso. Dessa maneira buscou-se
nesse trabalho de revisão trazer a tona alguns informações perti-
nentes quanto à atratividade que é gerada quando são reunidas
as informações necessárias para à aplicação de um processo, com
o uso de tecnologias já desenvolvidas, e de suas potencialidades.
No Brasil, as tecnologias de produção de compostos bioa-
tivos de alto valor agregado é escassa, visto o quase inexistente
número de patentes que envolvem, em particular, a proteção de
técnicas de obtenção e purificação de compostos oriundos de fon-
tes vegetais com propriedades ativas, como é o caso do alecrim.
Dessa forma mostra-se aqui uma oportunidade de desenvolvi-
mento de uma aplicação tecnológica que sirva de base para a
indústria nacional, para que se possam estimular a exploração,
ambientalmente correta, da vasta cadeia de matérias-prima que
são cultivadas no país.
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3 Materiais e métodos
3.1 Introdução
O presente trabalho foi divido em 6 etapas, onde a pri-
meira etapa consistiu em obter o óleo essencial e o extrato de
alecrim via hidrodestilação e extração com CO2 supercrítico e
caracterizá-los quanto a sua composição química. A segunda
etapa consistiu em avaliar o potencial antimicrobiano dos extra-
tos frente a alguns microrganismos patogênicos encontrados em
alimentos e testa-los diretamente no produto (presunto cozido
embalado à vácuo) a fim de avaliar o aumento da sua vida de pra-
teleira. A terceira etapa referiu-se a identificação dos compostos
que são responsáveis pelo aroma no extrato e na matriz vegetal.
A quarta etapa visou a separação de grupos de compostos anti-
microbianos, por fracionamento durante a extração supercrítica
utilizando diferentes técnicas. A quinta etapa foi a de obtenção e
separação dos compostos antioxidantes (compostos polares) não
obtidos pelas técnicas anteriores. A partir dessa etapa foram
desenvolvidas metodologias de análise e quantificação dos com-
postos utilizando GC-FID, HPLC-DAD. Um HPLC-Preparativo
foi utilizado na fase de desenvolvimento do processo de separa-
ção do composto alvo, em uma ampliação de escala (cerca de
500× a escala analítica). A última etapa do trabalho consistiu
em planificar o processo de obtenção dos compostos bioativos
responsáveis pela atividade antimicrobiana e antioxidante onde
uma avaliação econômica foi elaborada para verificação da viabi-
lidade de implementação desse processo produtivo, a Figura 17
exemplifica as etapas desse trabalho.
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Figura 17 – Fluxograma simplificado das etapas realizadas nesse trabalho,
envolvendo, extração, avaliação antimicrobiana, determinação da composi-
ção química dos extratos e da fração aromática, fracionamento, quantifica-
ção química dos compostos majoritários, separação e purificação, e avaliação
econômica desses processos.
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3.2 PRIMEIRA etapa
Nessa primeira etapa foram realizados ensaios de extra-
ção de alecrim (Rosmarinus officinalis) de origem brasileira. As
extrações foram realizadas pelos métodos de Extração Supercrí-
tica (ESC), e por Hidrodestilação (HD) onde os extratos foram
caracterizados quanto a sua composição química por cromato-
grafia gasosa. Ainda foi realizada uma análise da cinética de
extração supercrítica assim como a obtenção dos valores de solu-
bilidade do extrato em CO2 (150 bar e 35 °C), obtidos a partir
da concentração de saturação sob diferentes condições de vazão.
3.2.1 Preparação da matéria-prima
O alecrim, RO, proveniente de São Paulo foi adquirido no
SEASA-SC (Florianópolis) ainda fresco e mantido sob-refrigeração.
Imediatamente após sua aquisição o material vegetal foi sub-
metido à secagem em estufa com circulação e renovação de ar
(MA035, Marconi, Brasil) a 37 °C por aproximadamente 48h.
As folhas foram separadas dos galhos e submetidas a moagem
em moinho de facas (MA580, Marconi, Brasil). Uma pré distri-
buição do tamanho de partícula foi realizada na peneira do pró-
prio moinho com abertura de 0,545 mm. O material particulado
foi novamente peneirado (Mesh Tyler 65 [0,212 mm] e 80 [0,180
mm]), separado colocado em embalagem hermeticamente fechada
e estocada em freezer doméstico (Brastemp, Modelo Frostfree,
Brasil) sob temperaturas abaixo de -10 °C. Para as extrações re-
alizadas no Laboratoire Réactions et Génie des Procédés (LRGP)
(Nancy, França), durante a quinta etapa, o procedimento de se-
cagem e embalo da planta foi o mesmo e a moagem foi realizada
momentos antes da extração com subsequente peneiramento em
série de peneiras de Mesh 30 [0,590 mm], 40 [0,420 mm] e 70
[0,210 mm].
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3.2.2 Caracterização da matéria-prima (leito de ex-
tração)
A densidade da partícula vegetal (ρs) foi determinada no
Laboratório de Materiais (LabMat), do Departamento de Enge-
nharia de Mecânica da UFSC, pelo método de picnometria de gás
hélio. Nessa técnica, o gás hélio penetra nos poros do material
sólido e nos espaços vazios entre as partículas, garantindo maior
precisão. O picnômetro a gás determina o volume verdadeiro de
um sólido, mesmo que poroso, por variação da pressão de gás
numa câmara de volume conhecido. Para a medida utilizou-se
o multipicnômetro, marca Quanta Chrome. A densidade apa-
rente do leito de partículas vegetais (ρa) foi calculada por meio
da medida da massa de planta (g) utilizada para ocupar o vo-
lume interno do extrator (Vextrator) utilizado no experimento de
extração, segundo a equação (3.1).
ρs = (mplanta/Vextrator) (3.1)
A porosidade total do leito (ε) com partículas de alecrim
foi calculada utilizando a densidade do sólido (ρs) e a densidade
aparente do leito (ρa), conforme a equação (3.2).
ε = 1 − (ρa/ρs) (3.2)
3.2.3 Procedimento de extração supercrítica (ESC)
Foram três as unidades de extração supercrítica utilizadas
nesse trabalho, denominadas SFE-I, II e III, duas localizadas no
Laboratório de Controle de Processos da UFSC (LCP/EQA/UFSC),
SFE-I e II, e a terceira, SFE-III, localizada no LRGP da Ecole
Nationale Supérieure des Industries Chimiques (ENSIC) do Institut
National Polytechnique de Lorraine - Nancy (INPL), na França.
A primeira unidade (SFE-I) foi utilizada para avaliação do ren-
dimento da ESC de alecrim, caracterização de sua composição
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química e acumulo de extrato para posterior testes de atividade
antimicrobiana. A unidade SFE-II foi utilizada para avaliar o
fracionamento do extrato com degraus de pressão ao longo da
extração. E a SFE-III foi utilizada com o intuito de avaliar o
fracionamento do extrato com separadores ciclônicos.
A unidade piloto SFE-I possui vasos de pressão todos enca-
misados e construídos em aço inox 316L denominados: Extrator
(E1) com volume interno de 0,175 L (0, 175 × 10−3 m3); Tanque
Pulmão (TQ) volume interno de 4,7 L (4, 7 × 10−3 m3); Separa-
dor de óleos (SO), volume interno de 0,660 L (0, 66 × 10−3 m3);
válvulas (Swagelok), compressor de ar, booster de CO2 (Maxxi-
mator), banhos termo e criostático e instrumentos de controle e
monitoramento do processo, tais como transdutores de pressão,
termopar, medidor de vazão e software de aquisição de dados,
Figura 18. As extrações realizadas na unidade SFE-I utilizaram
0,06 kg de matriz vegetal. A densidade aparente do leito foi man-
tida constante. O leito sólido da matriz vegetal ocupou cerca de
92% do volume total do extrator. O espaço vazio foi preenchido
com esferas de vidro de 3 mm de diâmetro e algodão. Foi utili-
zado dióxido de carbono (CO2) 99,9% puro (Oxilar, Brasil) como
solvente. O tempo de extração foi determinado a cada extração,
com duração média de 180 min. A temperatura e pressão foram
mantidas constantes durante toda a extração e o fluxo de CO2
foi ajustado e determinado.
A segunda unidade extração SFE-II (HPLC-SC da Jasco
Inc., Japão), com opção de extração e cromatografia supercrítica,
composta por três bombas de alta pressão, bomba de CO2 (P1),
bomba de co-solvente (P2) e bomba de eluente (P3), estufa de
aquecimento, trocador de calor, transdutores de pressão, detec-
tor UV-Vis em linha, válvula back-pressure automatizada (BP),
sistema de aquecimento (H) controlado para amenizar o efeito
de resfriamento provocado pela expansão do CO2 (Efeito Joule-
Thompson), Figura 19. O vaso de extração (E) com volume
interno de 0,010 L (0, 010 × 10−3 m3) foi utilizado, com filtro
de 10 μm na saída do extrator, para evitar a contaminação com
particulados sólidos na linha. As extrações realizadas na unidade
SFE-II utilizaram 0,004 kg de matriz vegetal. A densidade apa-
100 Capítulo 3. Materiais e métodos
Figura 18 – Unidade de extração SFE-I (LCP - UFSC). TQ - Tanque pulmão,
E - Extrator, SO - Separador de óleo
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rente do leito foi mantida constante. O leito sólido da matriz
vegetal ocupou cerca de 98% do volume total do extrator. Foi
utilizado dióxido de carbono (CO2) 99,99% puro (Oxilar, Brasil)
como solvente e Álcool Etílico Absoluto (grau HPLC, JT.Baker)
como co-solvente e eluente. O tempo de extração foi determinado
a cada extração. A temperatura e a vazão de CO2 foram man-
tidas constantes durante toda a extração. O intervalo de coleta
utilizado foi de 3 a 25 min e não foi utilizado período estático
nessas extrações. Após a extração os frascos de amostra com
eluente foram submetidos a secagem, em estufa a 31°C por 48h
ou até a eliminação do solvente.
A terceira unidade de extração SFE-III (Separex, Nancy-
França), localizada no LRGP, representado na Figura 20. O
aparato de extração composto por: Extrator (E1) com volume in-
terno de 0,094 L (0, 094×10−3 m3); três separadores de óleo tipo
ciclone (SP1, SP2, SP3) com volume interno de 0,040 L (0, 040×
10−3 m3); válvulas (Top-Industrie, França), transmissor de fluxo
mássico e densidade (Micro Motion, DH100S e RFT9739), bomba
de CO2 (Milton Roy, pressão max. 250 bar), bomba de co-
solvente (bomba HPLC, Gilson 305), banhos termo e criostático
e instrumentos de controle e monitoramento do processo, tais
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Figura 19 – Unidade de extração SFE-II (LCP - UFSC). B - Bomba HPLC,
E - Extrator, BP - Válvula Backpressure, H - Aquecimento
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como transdutores de pressão, termopar, medidor de vazão. As
extrações realizadas na unidade SFE-III utilizaram 0,025 kg de
matriz vegetal. A densidade aparente do leito foi mantida cons-
tante. O leito sólido da matriz vegetal ocupou cerca de 92% do
volume total do extrator. O espaço vazio foi preenchido com es-
feras de vidro de 3 mm de diâmetro e lã de vidro. Foi utilizado
dióxido de carbono (CO2) com grau de pureza de 99,99%, como
solvente. O tempo de extração foi determinado a cada extração,
com duração média de 180 min. A temperatura e pressão foram
mantidas constantes durante toda a extração e a vazão de CO2
foi ajustada e determinada.
As características resumidas das plantas de extração estão
mostradas na Tabela 5.
As extrações foram dividas em três tipos. Uma extração
visando o acúmulo de extrato (SFE-I) para fins de aplicação em
produto alimentício para ensaios de vida de prateleira. E outro
tipo de extração (SFE-II) visando a obtenção da cinética das
curvas de extração e determinação da solubilidade experimental
do extrato em CO2. E por último, foram realizadas extrações
fracionadas (SFE-II e SFE-III), onde foi avaliado o fracionamento
em função das condições de extração (SFE-II) e outra envolvendo
o fracionamento do extrato em função das condições de separação
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Figura 20 – Unidade de extração SFE-III (LRGP - ENSIC). E - Extrator, S
- Separador 1, 2 e 3.
Tabela 5 – Caracteristica das unidades de extração supercrítica SFE’s utili-
zadas.
SFE
I II III
Extrator volume (mL) 165 10 94pressão max. (bar) 150 350 250
Separadores 1 - 3
Bomba - 3 2
Booster 1 - -
(SFE-III).
3.2.4 Procedimento de extração por hidrodestilação
O processo de hidrodestilação foi realizado utilizando um
aparelho tipo Clevenger, Figura 21 com um balão de 5 Litros e
manta de aquecimento. Aproximadamente 300 g de alecrim seco
e moído foram utilizados em cada batelada, com duração de 180
min, ou até que o volume de óleo essencial coletado se mantivesse
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constante. A curva de extração foi determinada medindo-se o
volume de óleo a cada 10 min, assim como a vazão de vapor
através da medida do volume de condensado.
Figura 21 – Aparelho tipo Clevenger utilizado na hidrodestilação do alecrim.
3.2.5 Caracterização do extrato
A caracterização dos extratos nessa etapa do trabalho foi
realizada no Laboratório de Controle de Processos (LCP-UFSC)
por cromatografia gasosa com detector de ionização em chama
(GC-FID, Shimadzu GC-2010) e no Laboratório de Energia e
Meio Ambiente (LEMA-UFSC) por cromatografia gasosa aco-
plado ao espectrômetro de massa (GC-MS, Shimadzu GCMS-
QP2010 Plus).
3.2.5.1 Cromatografia Gasosa
A identificação dos compostos foi baseado no tempo de re-
tenção e comparação quantitativa foi baseada na área absoluta do
pico e nos dados normalizados, para evitar interpretações equi-
vocadas da concentração dos compostos nas diferentes amostras.
Dessa forma a comparação entre as amostras, nessa etapa do
trabalho (PRIMEIRA etapa), foi feita comparando-se a área ab-
soluta dos picos, no mesmo tempo de retenção. Assumiu-se para
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efeito de comparação, um erro experimental de até 5 % na ob-
tenção da área do pico. Esse erro pode ser devido à diferença
de volume injetado (minimizado pelo injetor automático de alta
precisão) e/ou pela metodologia de integração do pico (erro esse
minimizado utilizando-se os mesmos parâmetros de integração
para todos os picos dos cromatogramas).
Na etapa posterior (QUINTA Etapa) foi desenvolvida uma
metodologia que permitiu a quantificação dos compostos majori-
tários.
3.2.5.2 Condições de análise GC-FID
As análises cromatográficas dessa etapa foram realizadas
com um GC-FID (Shimadzu GC2010 Plus + AOC 5000) equi-
pado com uma coluna RTX-5 (30 m x 0,25 mm, espessura do
filme 0,25 μm). O gás de arraste utilizado foi o nitrogênio a
uma pressão constante de 100 kPa e as condições de operação
foram: temperatura do injetor e do detector de 250 °C e 300
°C, temperatura da coluna 50 °C por 1 min até 270 °C a uma
taxa de 5 °C/min, por 10 min e aumentado a 300 °C a uma taxa
de 20 °C/min mantido por mais 5 min. Foi utilizado uma taxa
de split (5:1). O GC era equipado com um injetor automático
(Shimadzu, AOC 5000), o volume injetado foi de 1 μL.
3.2.5.3 Condições de análise GC-MS
As análises cromatográficas com espectro de massa a foram
realizadas com um GC-MS (Shimadzu GCMS-GC2010-QP2010
Plus) equipado com uma coluna RTx-5MS (30 m x 0,25 mm, es-
pessura do filme 0,25 μm). O gás de arraste utilizado foi o hélio,
a uma pressão constante de 100 kPa, e as condições de opera-
ção foram: temperatura do injetor e do detector foi de 250 °C,
temperatura da coluna 50 °C por 1 min até 300 °C a uma taxa
de 5 °C/min, mantido por 10 min. Foi utilizada uma taxa de
split (10:1). O volume injetado manualmente foi de 1 μL. No
espectrômetro de massas (EM) foram utilizadas as seguintes tem-
peraturas: temperatura da fonte de ions (250 °C), temperatura
de interface (250 °C). A faixa de massa monitorada foi de 50 a
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600 m/z. O software de gerenciamento utilizado foi o GCMS So-
lutions da Shimadzu e a biblioteca de compostos foi a NIST05s.
Ambas as metodologias estão descritas na Tabela 6.
Tabela 6 – Parâmetros de cromatografia gasosa utilizados na Primeira etapa
Parâmetros GC-FID GC-MS
Equipamento
Shimadzu GC-2010 Shimadzu GCMS
QP2010 Plus
AOC 5000 (injetor
aut.)
Injeção manual
Coluna
RTx-5 RTx-5MS
30 m x 0,25 mm -
filme 0,25 μm
30 m x 0,25 mm -
filme 0,25 μm
GC
Temp. Injeção 250 °C 250 °C
Gás de arraste Nitrogênio Hélio
50 °C por 1 min 50 °C por 1 min
Rampa de temp. 270 °C a 5 °C/min
por 10 min
300 °C a 5 °C/min
por 10 min
300 °C a 20 °C/min
por 5 min
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3.3 SEGUNDA etapa
Foram realizados ensaios para avaliar a atividade antimi-
crobiana do extrato supercrítico (SC) e hidrodestilado do alecrim
de origem brasileira, frente a alguns microrganismos patogênicos
in vitro, estes responsáveis pela contaminação de alimentos cár-
neos. Os extratos também foram avaliados em contato direto
com o alimento (presunto cozido embalado à vácuo), objetivando
o aumento de vida de prateleira desse produto.
3.3.1 Avaliação da atividade antimicrobiana dos ex-
tratos in vitro
Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados
no Laboratório de Análises (LABCAL) no Centro de Ciências
dos Alimentos (CCA) da UFSC. A atividade antibacteriana do
extrato puro e diluído em Tween 80 (fração volumétrica de 50 %)
foi avaliada pelo método de difusão em ágar, utilizando-se três
variantes: difusão em poços (20 μL), difusão em discos (10 μL)
e difusão em gota (10 μL). Todos os testes foram realizados em
quadruplicata.
Os microrganismos indicadores utilizados foram: Staphy-
lococcus aureus (ATCC 25923), Lactobacillus plantarum (ATCC
8014), Listeria monocytogenes (ATCC 19117), Escherichia coli
(ATCC 25922) e Salmonella typhimurium (ATCC 14028). As ce-
pas selecionadas foram previamente ativadas em caldo triptona
de soja (TSB) suplementado com extrato de levedura (0,6 %,
m/v), incubado a 37 °C por 24 h, e diluídas em água peptonada
(0,1 %) até aproximadamente 106 UFC/mL. Placas contendo
ágar triptona de soja (TSA) suplementado com extrato de leve-
dura (0,6 %, m/v) foram inoculadas com 0,1 mL da suspensão
bacteriana, sendo posteriormente aplicado o extrato de alecrim,
de acordo com as metodologias utilizadas. As placas foram in-
cubadas a 37 °C por 24 h, e após o período de incubação foi
realizada a medida do raio do halo de inibição, desconsiderando
o diâmetro do disco, poço ou gota.
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3.3.2 Avaliação da atividade antimicrobiana dos ex-
tratos em presunto cozido embalado a vácuo,
comercial
A atividade antibacteriana do extrato puro e do seu óleo es-
sencial foi avaliada em um produto cárneo comercial, presunto co-
zido embalado a vácuo, produto composto basicamente de carne
suína (pernil suíno), proteína de soja, água, sal e açúcar. Foi
avaliado o efeito antimicrobiano no alimento em presença de seus
constituintes, como aditivos (nitrito de sódio e isoascorbato de
sódio). Nesse primeiro momento não foi avaliado a qualidade
sensorial do produto e sim somente o crescimento microbiano em
presença de extrato SC e do óleo essencial de alecrim. Foram
coletadas as amostras de produto na indústria logo após seu pro-
cessamento (fatiamento e embalamento), armazenado em caixa
de EPS expandido, com gelo, mantendo o produto refrigerado e
em seguida transportadas até o laboratório para preparação. O
tempo de transporte foi de 12 a 18 horas. As amostras foram en-
caminhadas para o Laboratório Análises LABCAL, no CCA da
UFSC, onde foram preparadas. Os presuntos embalados foram
retirados de suas embalagens originais e colocadas em uma nova
embalagem contendo os extratos puros sem diluição (concentra-
ção de 0,004 gextrato/gproduto), logo em seguida foram seladas a
vácuo e submetidas a refrigeração (7 e 12) °C. O extrato, no
momento de sua aplicação, entrou em contato com superfície do
produto. A atividade inibitória no crescimento de bactérias lác-
ticas e psicrófilos foram avaliadas durante a vida de prateleira
do presunto com tratamento (extrato supercrítico e hidrodesti-
lado) e sem tratamento (controle). As bactérias lácticas presentes
nesse produto são responsáveis por provocar exsudação e forma-
ção de fluido viscoso não desejável, e as bactérias psicrófilas são
bactérias deteriorantes e se desenvolvem facilmente na tempe-
ratura de estocagem do produto. Foram escolhidas 7 °C e 12
°C por serem temperaturas de "abuso"no armazenamento desses
produtos. Essas são temperaturas normalmente encontradas em
gôndolas de produtos refrigerados nos supermercados, (EVANS;
SCARCELLI; SWAIN, 2007), sendo 4 °C a temperatura ideal de
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armazenamento desse produto cárneo, segundo o fabricante.
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3.4 TERCEIRA etapa
Foram realizados ensaios para determinação qualitativa e
quantitativa dos compostos presentes no aroma característico do
alecrim e seus extratos. Para tanto, foi desenvolvida uma me-
todologia para determinação da composição da fase vapor em
equilíbrio, em diferentes temperaturas. Tais compostos são parte
daqueles sentidos pelo olfato humano. Os que apresentam uma
maior concentração são mais facilmente perceptíveis.
3.4.1 Determinação dos compostos presentes no aroma
do alecrim (Rosmarinus officinalis)
Os ensaios para determinação dos compostos responsáveis
pelo aroma foram realizados utilizando a técnica de cromatogra-
fia gasosa com coleta direta de headspace estático. Foram iden-
tificados os compostos da fase gasosa do alecrim seco (folhas),
alecrim seco e moído, alecrim seco e moído pós-extração, extrato
supercrítico de alecrim (120 bar, 35°C) e extrato hidrodestilado.
Foi colocada individualmente a amostra em frascos hermetica-
mente fechados (frascos de 20 mL), onde permaneceram durante
24 h a temperatura ambiente para equilíbrio. Antes de cada aná-
lise cada frasco foi submetido a diferentes temperaturas (30, 45
e 60) °C durante 15 min, em uma incubadora (Shimadzu, Pal
Inc. AOC 5000 Incubator) onde foi realizada a coleta da fração
gasosa e subsequente injeção no sistema GC. Para a coleta da fra-
ção gasosa foi utilizada uma seringa especial para headspace com
uma cápsula de aquecimento, que foi mantida em temperatura
superior à de incubação.
3.4.2 Cromatografia Gasosa de headspace estático
Para as análises da fase gasosa da amostra foi utilizado um
GIC-FID (Shimadzu GC-2010 + AOC 5000), com uma coluna
RTx-5 30 m x 0,25 mm - filme 0,25 μm, onde a rampa de tem-
peratura utilizada foi a mesma utilizada em análise anterior (se-
ção 3.2.5.1). Foi utilizado o injetor automático (Pal Inc., AOC
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5000), equipado com uma seringa (SGE Hamiltom, Gas Tight
2,5 mL) para coleta de headspace acoplada a uma cápsula de
aquecimento com controle de temperatura (Shimadzu, Pal Inc.,
SyrHS 2.5 mL), volume de injeção de 1000 μL, e forno de aque-
cimento e homogeneização de amostras. A temperatura do forno
das amostras foi ajustada para cada experimento e a seringa de
coleta e injeção da fase gasosa foi mantida a 80 °C para evitar
condensação dos analitos em seu interior.
A identificação dos compostos foi baseado no tempo de re-
tenção e comparação quantitativa foi baseada na área absoluta
do pico e os dados não foram normalizados, para evitar inter-
pretações equivocadas da concentração dos compostos na amos-
tra. Essa análise foi realizada de forma qualitativa, não visando
a quantificação dos compostos em primeiro momento. Ela ser-
viu como base para avaliar os compostos presentes no aroma
da planta e seus extratos, como uma espécie de "impressão di-
gital"do aroma de cada amostra. Nesse primeiro momento não
foram quantificados os compostos e sim determinada a proporção
desses na fase gasosa.
3.4.3 Múltipla Extração de Headspace (MHE - Mul-
tiple HeadSpace Extraction)
Visando aprimorar a análise de headspace estático foi uti-
lizada um técnica chamada de multipla extração de headspace,
Multiple Headspace Extraction (MHE), onde são realizadas va-
rias extrações da fase vapor de uma amostra e são utilizadas
técnicas para determinação da quantidade mássica do analito na
fase gasosa.
Os princípios teóricos dessa técnica foram elucidados por
Kolb e Ettre (1997). Para resumir, esse método é uma extra-
ção gasosa dinâmica, realizada passo a passo. Após um número
de coletas(extrações) consecutivas de uma amostra, a área do
pico correspondente à quantidade mássica total do analito pre-
sente é determinada. Dessa forma, qualquer efeito de uma ma-
triz(material solido) é eliminado, e o cálculo da quantidade total
de analito presente depende somente de um fator de calibração,
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Figura 22 – Um frasco de headspace contendo uma amostra líquida: (A)
volume da amostra líquida, (G) volume da fase gasosa.
como em outras análises quantitativas em GC. As relações bási-
cas mais importantes dessa técnica serão repetidas nesta seção.
Como já descrito, a determinação quantitativa de medidas reali-
zadas em série é baseada em um regressão linear da área de pico
obtida em coletas consecutivas.
ln Ai = −q(i − 1) + ln A1 (3.3)
onde A1 é a área do pico obtida na primeira medida e q é a
declividade da curva ln Ai versus o numero de extrações (i − 1).
A partir do valor da declividade obteve-se o cociente Q:
−q = ln Q (3.4)
Q = e−q (3.5)
que é igual a razão da área de pico obtida em duas medidas
consecutivas:
Q = A2
A1
= A3
A2
=
A(i+1)
A2
= e−q (3.6)
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Nesse cálculo o cociente Q é estabelecido a partir da regressão
linear, compensando as variações dos dois valores consecutivos
das áreas obtidas (Eq. 3.6). De todos os picos na série de uma
análise MHE o primeiro pico em particular A1 é o mais propí-
cio a erros. Desse fato se procedem a coleta de múltiplos pontos.
Aplicando-se a regressão linear, obteve-se o valor que intercepta o
eixo, chamado de A∗1, onde pode-se utiliza-lo ao invés do valor da
primeira medida A1, o qual está embutido uma variação estatís-
tica randômica e como sugestão não deve ser utilizado como valor
inicial para futura extrapolação, independentemente do quão pe-
quena sua diferença possa parecer. Assim, do valor de Q e A∗1, a
área total correspondente à área total da quantidade de analito
presente pode ser calculada como:
i=∞∑
i=1
Ai =
A∗1
1 − Q =
A∗1
1 − e−q (3.7)
Quando uma alta precisão não for necessária, ou quando for es-
tabelecido que a linearidade é suficientemente boa, a área total
pode ser calculada a partir do resultado de duas medidas conse-
cutivas. Assim, a área total pode ser calculada como:
i=∞∑
i=1
Ai =
A21
A1 − A2 (3.8)
Neste caso utilizou-se as áreas dos pontos experimentais 1 (A1)
e 2 (A2).
3.4.3.1 Análise quantitativa do headspace - Método do padrão ex-
terno em MHE
Foi utilizado o método do padrão externo para determi-
nação quantitativa dos compostos na amostra. Essa metodolo-
gia se baseia em uma extração exaustiva na amostra. Para isso
uma vaporização completa de vários padrões analíticos foi reali-
zada, utilizando-se a técnica da vaporização total, que consiste
em vaporizar em sua totalidade uma amostra em um frasco de
headspace hermeticamente fechado. Múltiplas coletas (extrações)
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foram realizadas nesse frasco, e a cada injeção foi obtido um va-
lor de área de pico, onde foi possível calcular a soma das áreas
do pico (∑Aex), que correspondiam à quantidade de analito pa-
drão (Wex) presente na fase vapor. Sendo a área do pico e a
quantidade do analito proporcionais, a quantidade de analito na
amostra (Wi) foi calculada a partir desses dados, onde a soma
das áreas do pico obtida na amostra (∑Ai) representavam sua
quantidade, calculado como:
Wi =
∑
Ai∑
Aex
.Wex (3.9)
Dessa forma para a calibração dos compostos padrão, foi rea-
lizada um série de coletas em frasco de 20 mL contendo 10 μL
de uma solução com os padrões diluídos em etanol absoluto (99,2
%), segundo a Tabela 7. Assim a cada coleta obteve-se um valor
Tabela 7 – Solução padrão para quantificação em headspace.
Composto padrão Massa
(Wex)
Concentração
(Cex)
Concentração
mássica
(Cmex)
(mg) (mg/mL) (mg/mg)
Alpha-Pinene 99% 15,5 0,614 0,0008
Eucaliptol 17,5 0,693 0,0009
(±)-Camphor 31,5 1,247 0,0016
(-)-Borneol 14,5 0,574 0,0007
(-)-Bornyl Acetate 95% 19,0 0,752 0,0010
de área de pico onde foi determinada a área total representando
a massa total do padrão contido no frasco. A partir dessa corre-
lação as quantificações foram realizadas nas amostras analisadas.
Vale salientar que a quantidade de analito determinada durante
a análise de uma amostra representou a quantidade de analito na
fase vapor da mesma e não a quantidade na amostra.
3.4.3.2 Cromatografia Gasosa de headspace estático - MHE
Para as análises de extração múltipla de headspace foi uti-
lizado um GC-FID conforme descrito na seção 3.4.2. Em um
114 Capítulo 3. Materiais e métodos
frasco de headspace (20 mL) foi adicionado 10 μL da solução pa-
drão, Tabela 7, determinada a sua massa, fechado e submetido a
evaporação total em forno de homogeneização (agitação de 250
rpm) a 80 °C por 20 min. Em seguida foi realizada a coleta
(extração) de 400 μL da fase gasosa e imediatamente injetado
no GC-FID. As condições de análise estão descritas na Tabela 8.
Foram realizadas 6 coletas sequenciais da fase vapor do frasco,
onde foram obtidas as áreas de cada um dos compostos para
cada coleta/injeção. A partir desses valores foram determinado
os parâmetros para a quantificação.
Tabela 8 – Parâmetros de cromatografia gasosa utilizados na quantificação
da fase gasosa - MHE.
Parâmetros GC-FID
Equipamento
Shimadzu GC-2010
AOC 5000 (injetor automático)
Seringa para headspace SyrHS 2.5 mL
Headspace Frasco 20 mL
Volume de coleta 400 μL
Temperatura de equilíbrio 80 °C
Tempo de equilíbrio 20 min
Agitação 250 rpm
Temperatura da seringa 90 °C
Coluna
RTx-5
30 m x 0,25 mm - filme 0,25 μm
GC
Temp. Injeção 250 °C
Gás de arraste Nitrogênio
50 °C por 1 min
Rampa de temp. 190 °C a 5 °C/min por 5 min
Para as amostras de material vegetal sólido, duas amostras
diferentes foram analisadas. Amostra de folhas frescas de alecrim
(sem tratamento de secagem), denominadas FF, e folhas já secas
de alecrim (submetidas à secagem a 37 °C por 48 h). Foram reali-
zadas 5 coletas sequenciais de cada uma das amostras, da mesma
forma que as realizadas com a solução padrão. Os parâmetros
foram obtidos e a partir daí foram quantificados os compostos no
headspace das amostras a 80 °C.
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3.5 QUARTA etapa
Foram realizados ensaios na tentativa de fracionar os gru-
pos de compostos durante a extração supercrítica, variando o po-
der solvente do CO2 e adição de co-solvente ao longo da extração.
Extrações visando o fracionamento do extrato foram realizadas
com dois procedimentos diferentes, fracionamento em degraus de
pressão e outra com o uso de separadores ciclônicos. O proce-
dimento de fracionamento foi realizado utilizando as unidades,
SFE-II e SFE-III, explicadas anteriormente (seção 3.2.3).
Na SFE-II foi realizado o procedimento de Extração Su-
percrítica Fracionada (ESCF) com degraus de pressão ao longo
da extração, em intervalos de tempo definido. O procedimento
de fracionamento na SFE-III se fez com o uso de separadores
ciclônicos (PERRUT, 1985).
3.5.1 Extração supercrítica fracionada (ESCF) em
degraus de pressão
Os ensaios de fracionamento dos grupos de compostos du-
rante a extração supercrítica, foram realizados variando a pressão
do CO2 e subsequente adição de co-solvente ao longo da extração.
Durante a extração foram feitos degraus de pressão durante 40
min, em cada condição, a 35 °C e vazão (2 mL/min) constante.
Nos últimos 40 min foi adicionado 15 % de co-solvente etanol
(JT.Baker,HPLC), Figura 23.
As coletas foram realizadas durante todo o degrau de pres-
são constante de cada condição, denominadas de frações, Figura
23. As amostras coletadas foram posteriormente caracterizadas
em CG-FID (seção 3.2.5.1). Todas as coletas foram realizadas
utilizando etanol (JT.Baker, grau HPLC) como eluente, com ex-
ceção das frações que foram extraídas utilizando co-solvente.
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Figura 23 – Variação da densidade do CO2 ao longo da extração fracionada
em degrau a 35°C - SFE-II.
3.5.2 Extração supercrítica fracionada (ESCF) em
separadores ciclônicos
As condições de extração e separação utilizadas neste ex-
perimento estão apresentadas na Tabela 9. Nestes experimentos
um procedimento de recuperação foi utilizado após cada extração
e a matriz vegetal era retirada do extrator e iniciava-se o processo
de recuperação e limpeza com uma mistura de CO2 a 150 bar e
etanol (5 mL/min) com auxílio da bomba de co-solvente. Esse
procedimento foi realizado em três etapas, sendo cada uma das
etapas isolada em cada um dos separadores. Neste processo era
coletada a fração inicial (aproximadamente 5 mL) e o resto era
descartado. Encerrava-se esse processo após o recuperado etanó-
lico sair translúcido ou sem coloração. O objetivo dessa etapa foi
o de recuperar compostos que se mantinham dentro dos separa-
dores, para posterior análise e quantificação, e evitando deixar
resíduos de compostos na unidade para as extrações posteriores.
O fracionamento foi realizado de modo a identificar condi-
ções aproximadas de uma pré-separação dos compostos majoritá-
rios, visando obter frações concentradas dos grupos de monoter-
penos, monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos. No primeiro
separador (S1) foi reduzida a temperatura e mantida a pressão,
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Tabela 9 – Tabela de experimentos de fracionamento, SFE-III
Extrator Separador 1 Separador 2 Separador 3
n° P T P T P T P T
20 80 35 80 5 50 3 20 3
21 80 35 80 -4 50 5 20 5
22 80 35 80 5 50 35 20 35
23 80 35 80 -4 50 35 20 35
24 150 35 80 5 50 3 20 3
25 150 35 80 -4 50 5 20 5
26 150 35 80 5 50 35 20 35
27 150 35 80 -4 50 35 20 35
na tentativa de reter os compostos parafínicos. Segundo Re-
verchon (1992) a solubilidade das ceras cuticulares (assumindo
n-octacosane C28 como composto parafínico de referência) em
CO2 denso aumenta com a pressão e decresce fortemente com a
redução da temperatura (REVERCHON, 1992). A fração de cada
separador foi álisada via GC-MS e a quantificação foi realizada
utilizando-se um GC-FID. A quantificação dos compostos foi ba-
seada no método do padrão interno para cromatografia gasosa.
3.5.2.1 Cromatografia gasosa
Os compostos voláteis foram separados por GC e o seus
tempos de eluição foram monitorados relativamente a uma série
de n-alcanos injetados sobre as condições idênticas de análise. O
mais utilizado detector é o de ionização em chama (FID), que é
utilizado na pesquisa de aromas. O detector responde a todos
compostos orgânicos que queimam ou ionizam em sua chama, e
é caracterizado por um largo espectro de monitoramento. O pro-
grama de temperatura escolhido para a separação dos compostos
é dominado exclusivamente por parâmetros como velocidade, re-
solução e capacidade. A análise quantitativa possui diferentes
abordagens como e de que forma o pico é medido e como a mis-
tura de componentes de interesse é quantificada. Pode-se ima-
ginar que é lógico que de modo a quantificar uma mistura para
um, dito, composto X, onde tudo que necessitamos fazer é medir
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o tamanho de todos os picos em um cromatograma e dividir o
tamanho desse pico (X) pelo tamanho total (de todos os picos no
cromatograma) (KENKEL, 2003).
Pode-se imaginar que para quantificar uma mistura de um
composto X, tudo que necessitamos fazer é medir a área desse
composto e dividir pela área de todos os picos em um croma-
tograma, obtendo uma quantidade porcentual do composto em
relação ao todo.
X = areax
areax1 + areax2 + . . . + areaxn
(3.10)
Porém Kenkel (2003) afirmou que, sem uma comparação
do pico em questão a um padrão ou uma série de padrões não
saberíamos se o resultado é em massa, volume ou porcentagem
molar. Ainda sabemos que o detector não responde a todos com-
postos igualmente, pois eles não possuem a mesma condutividade
térmica. Dessa forma eles não possuiriam o mesmo tamanho para
uma mesma concentração entre qualquer dois compostos. Assim,
a partir da soma do todos os picos obteria-se uma quantidade sem
significado real, onde a fração do pico X por si só não representa-
ria a sua correta fração total. Ainda, normalmente nem todos os
picos são considerados (integrados) em um cromatograma de aná-
lise, o que se aproxima ainda mais de um resultado equivocado.
Sendo assim, uma metodologia de quantificação que transpusesse
tal barreira foi necessária, descrita na subseção 3.5.2.2.
3.5.2.2 Análise quantitativa - Método do padrão interno
Uma vez que o tamanho do pico é proporcional à concentra-
ção de cada composto específico, pode-se pensar que preparando
uma série de soluções padrão para obter uma curva de concen-
tração vs tamanho do pico obtêm-se sua massa corretamente.
Porém o tamanho do pico também varia com a quantidade inje-
tada e deve ser considerado erro devido à dificuldade em injetar
volumes consistentes, geralmente são injetados volumes na faixa
de 1 μL.
Dessa forma nesse método (padrão interno), para todos
os padrões e amostras é adicionado uma mesma quantidade de
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substâncias conhecidas, denominadas como padrão interno, onde
para isso foram utilizados um série de n-alcanos. O propósito
desse padrão interno é o de servir como uma referência para o pico
que se quer analisar. Assim as variações na técnica de injeção
e no volume injetado serão compensadas pelo fato de todos os
picos serem afetados pela mesma variação. Assim uma série de
n-alcanos (C8, C9, C10, C11, C12, C14 e C15) foram selecionados
como padrão interno por sua similaridade nas propriedades físico-
química com os compostos a serem determinados, sendo eles os
terpenos, do α-pineno (C10H16) ao trans-cariofileno (C15H24).
Sendo assim foram preparadas soluções contendo quanti-
dades constantes do padrão interno (série de n-alcanos) onde os
compostos a serem quantificados (α-pineno, limoneno, 1,8-cineol,
cânfora, borneol, acetato de bornila e trans-cariofileno) foram
adicionados em diferentes concentrações. Foi injetado uma quan-
tidade constante (1 μL) dessas soluções em um GC-FID para
análise. Dessa forma uma curva de calibração foi criada.
Para a determinação da concentração de cada composto
na análise de GC-FID, os dados das curvas de calibração foram
utilizados, como segue as equações:
Cx = κx. Areax (3.11)
CPI = κPI . AreaPI (3.12)
onde Cx concentração do composto x, κPI Fator de Resposta do
padrão interno, sendo β uma constante para cada composto x,
Cx =
κx
κPI
· CPI︸ ︷︷ ︸
β
· Areax
AreaPI
(3.13)
3.5.2.3 Preparação do padrão interno
Os n-alcanos foram preparados em uma solução estoque
para serem utilizados como padrão interno. Cada n-alcano foi
utilizado como padrão interno (PI) para quantificar um grupo
de compostos presentes na amostra, separadamente. A escolha
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do composto a ser quantificado utilizando um alcano especifico
como referência, foi baseado no tempo de retenção. Sendo esse
próximo ao do analito.
A massa de 350 μL de cada n-alcano foi precisamente me-
dida em um balão volumétrico de 100 mL, preenchido até metade
do seu volume com etanol absoluto (Carlo Erba, França), homo-
geneizado com vortex por 3 min e então diluído ao volume final
e homogeneizado novamente, Tabela 10.
Tabela 10 – Solução estoque de padrão interno, GC-FID
Massa Concentração
[mg] [mg/mL] [mg/mg]
Octane C8H16 251,9 2,519 0,00327418
Nonane C9H20 249,8 2,498 0,00324688
Decane C10H22 251,3 2,513 0,00326638
Undecane C11H24 257,2 2,572 0,00334307
Dodecane C12H26 259,3 2,593 0,00337036
Tetradecane C14H30 259,7 2,597 0,00337556
Pentadecane C15H32 257,0 2,570 0,00334047
3.5.2.4 Preparação dos analitos padrão
Uma solução estoque de compostos padrão contendo α-
pineno, limoneno, 1,8-cineol, cânfora, borneol, acetado de bornila
e trans-cariofileno foi preparada. Foi adicionado uma quantidade
precisa de massa de cada composto em um balão volumétrico de
20 mL preenchido até metade do seu volume com etanol absoluto
(Carlo Erba, França), homogenizado com vortex por 3 min e en-
tão diluído ao volume final e homogeneizado novamente, Tabela
11.
3.5.2.5 Curvas de calibração
Para fins de quantificação, o método do padrão interno foi
utilizado. A razão entre a área de pico do analito e a área de pico
do padrão interno [Areax/AreaPI ] do cromatograma obtido por
GC-FID foi traçado com sua razão de concentração conhecida
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Tabela 11 – Solução estoque de compostos padrão, GF-FID
Concentração do padrão [mg/mL]
SS1 SS2 SS3 SS4
α-pineno 99% 0,135 0,270 0,405 0,540
(+)-limoneno 0,142 0,284 0,426 0,568
1,8-cineol 99% 0,162 0,324 0,486 0,648
(-)-cânfora 0,063 0,126 0,189 0,252
(-)-borneol 0,021 0,042 0,063 0,084
(-)-acetato de bornila 0,167 0,334 0,501 0,668
(-)-trans-cariofileno 0,167 0,334 0,501 0,668
[Cx/CIS ], Figura 24. Uma equação gerada pela regressão linear
foi utilizada para estabelecer o valor da constante β, equação
3.13, para cada par de padrão interno e dos compostos mais pró-
ximos, baseado no tempo de retenção (Rt). Estes valores foram
utilizados para calcular a concentração dos compostos similares
(ex. C9 foi utilizado para calcular a concentração de α-pineno).
Figura 24 – Exemplo da curva de calibração (Fonte: Shimadzu GC Operation
book).
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3.5.2.6 Preparação das amostras
Após cada ESC, 10 μL do extrato obtido em cada um dos
separadores (1, 2 e 3) foi pesado, diluído em 790 μL de etanol
absoluto (Carlo Erba, França) adicionado 200 μL da solução de
padrão interno de n-alcanos. Após cada procedimento de recu-
peração e limpeza 200 μL do extrato etanólico obtido na limpeza
de cada um dos separadores (1, 2 e 3) foi pesado, diluído em 600
μL de etanol absoluto (Carlo Erba, França) onde foi adicionado
200 μL da solução de padrão interno de n-alcanos homogenei-
zado e submetido à análise GC-FID. Após análise em GC-FID
as amostras foram injetadas em GC-MS para identificar os picos
não quantificados.
3.5.2.7 Condições de análise GC-FID
As análises cromatográficas dessa etapa foram realizadas
com um GC-FID (Shimadzu GC2010 Plus + AOC 20i) equipado
com uma coluna HP-5 (30 m x 0,25 mm, espessura do filme 0,25
μm). O gás de arraste utilizado foi hélio a uma pressão constante
de 100 kPa e as condições de operação foram: temperatura do
injetor e do detector foram de 250 °C e 300 °C, temperatura da
coluna 50 °C por 1 min até 270 °C a uma taxa de 3 °C/min, por
5 min e aumentado a 300 °C a uma taxa de 20 °C/min mantido
por mais 5 min. Foi utilizado uma taxa de split (5:1). O GC
era equipado com um injetor automático (Shimadzu, AOC 20i),
o volume injetado era de 1 μL.
3.5.2.8 Condições de análise GC-MS
As análises cromatográficas com espectro de massa a foram
realizadas com um GC-MS (Shimadzu GCMS-GC2010-QP2010
Plus + AOC 5000) equipado com uma coluna UB-1701 (60 m
x 0,25 mm, espessura do filme 0,25 μm). O gás de arraste uti-
lizado foi hélio com velocidade linear 1,69 cm/s, e as condições
de operação foram: temperatura do injetor e do detector foi de
250 °C, temperatura da coluna 50 °C por 1 min até 270 °C a
uma taxa de 5 °C/min, por 5 min e aumentado a 280 °C a uma
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taxa de 10 °C/min mantido por mais 10 min. Foi utilizado uma
taxa de split (10:1). O GC era equipado com um injetor auto-
mático (Shimadzu, AOC 5000), o volume injetado era de 1 μL.
No espectrômetro de massas (EM) foram utilizadas as seguintes
temperaturas: temperatura de Ion Source (250 °C), temperatura
de interface (250 °C). A faixa de massa monitorada foi de 40 a
400 m/z. O software de gerenciamento utilizado foi o GCMS So-
lutions da Shimadzu e a biblioteca de compostos foi a NIST08s.
Tabela 12 – Parâmetros de cromatografia gasosa utilizados na Quinta etapa
Parâmetros GC-FID GC-MS
Equipamento
Shimadzu GC-2010 Shimadzu GCMS
QP2010 Plus
AOC 20i (injetor
aut.)
AOC 5000 (injetor
aut.)
Coluna
HP-5 UB-1701
30 m x 0,25 mm -
filme 0,25 μm
60 m x 0,25 mm -
filme 0,25 μm
GC
Temp. Injeção 250 °C 250 °C
Gás de arraste Hélio Hélio
50 °C por 1 min 50 °C por 1 min
Rampa de temp. 270 °C a 3 °C/min
por 5 min
270 °C a 3 °C/min
por 5 min
300 °C a 20 °C/min
por 5 min
280 °C a 10 °C/min
por 10 min
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3.6 QUINTA etapa
Nessa etapa do trabalho foi desenvolvida uma metodolo-
gia focada para extração do composto ativo antioxidante, ácido
rosmarínico (AR). A planta (material vegetal seco) e o resíduo
(material vegetal seco pós-extração supercrítica) foram submeti-
dos a uma extração com solvente orgânico, e duas técnicas foram
avaliadas.
3.6.1 Procedimentos de extração sólido-líquido
Para retirada do AR da matriz vegetal (folhas secas e moída)
a extração sólido-líquido foi utilizada. A matriz vegetal sem e
com tratamento extrativo (ESC), foi submetida à extração sólido-
líquido, onde duas técnicas foram avaliadas, extração em bate-
lada normal (sem agitação) e extração em batelada auxiliada por
ultrassom. As mesmas foram realizadas em triplicada, em dife-
rentes temperaturas (30 e 60) °C, com diferentes concentrações
de etanol (0, 30, 50, 70 e 1001) %. As soluções foram prepara-
das utilizando-se água UltraPura e Etanol absoluto (Carlo Erba,
França).
3.6.2 Extração em batelada normal
Uma quantidade de 100 mg de folhas secas de alecrim fo-
ram moídas e submetidas a extração, com 10 mL de solvente
etanol (0, 30, 50, 70 e 100 %) em água, durante 15 min em
um banho termostático, sem agitação. Durante cada extração
o sobrenadante era retirado e uma nova alíquota de 10 mL era
adicionada para uma segunda extração da mesma amostra. As
duas frações eram combinadas e submetidas a centrifugação du-
rante 20 min a 4500 rpm. O sobrenadante era então coletado
e filtrado, utilizando-se um filtro seringa de nylon 0,2 μm para
HPLC, transferido para um tubo de teste. As extrações foram
realizadas a 30 °C e 60°C. Os experimentos estão resumidos na
Tabela 13. Esse processo foi aplicado ao material vegetal sem
1Etanol absoluto 99,5 %
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tratamento (no caso, a planta seca e moída) e com tratamento
de ESC (após ESC a 80 bar e 150 bar). Todo o procedimento de
extração foi realizado em triplicata, para cada condição.
Tabela 13 – Extração sólido-liquido das folhas de alecrim
Modo Etanol Tratamento Temp. °C Repetição
Normal 0% sem tratamento 30 e 60 triplicata
Normal 0% após ESC 80 bar 30 e 60 triplicata
Normal 0% após ESC 150 bar 30 e 60 triplicata
Normal 30% sem tratamento 30 e 60 triplicata
Normal 30% após ESC 80 bar 30 e 60 triplicata
Normal 30% após ESC 150 bar 30 e 60 triplicata
Normal 50% sem tratamento 30 e 60 triplicata
Normal 50% após ESC 80 bar 30 e 60 triplicata
Normal 50% após ESC 150 bar 30 e 60 triplicata
Normal 70% sem tratamento 30 e 60 triplicata
Normal 70% após ESC 80 bar 30 e 60 triplicata
Normal 70% após ESC 150 bar 30 e 60 triplicata
Normal 100% sem tratamento 30 e 60 triplicata
Normal 100% após ESC 80 bar 30 e 60 triplicata
Normal 100% após ESC 150 bar 30 e 60 triplicata
3.6.3 Extração em batelada auxiliada por ultrassom
Foi realizado o mesmo procedimento (da subseção 3.6.2)
de extração e preparação de amostras. Porém foi utilizado um
banho termostático com ultrassom (Elma Transsonic TIH20, Fi-
gura 25) em modo de operação a 25 kHz, nas temperaturas de
30 °C e 60 °C para cada extração. As condições experimentais
estão descritas na Tabela 14.
Após o procedimento de extração as amostras foram em
seguida submetidas a análise HPLC para quantificação do AR.
3.6.4 Determinação da concentração ácido rosma-
rínico via HPLC-Analítico
A separação e identificação do ácido rosmarínico foi ob-
tida com HPLC-Analítico (Shimadzu LC-10AT VP) equipado
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Figura 25 – Banho termostático com ultrassom, Elma-Transsonic TI-H-20
(Alemanha).
Tabela 14 – Extração sólido-líquido das folhas de alecrim auxiliada por ul-
trassom
Modo Etanol Tratamento Temp. °C Repetição
Ultrassom 25 kHz 0% sem tratamento 30 e 60 triplicata
Ultrassom 25 kHz 0% após ESC 80 bar 30 e 60 triplicata
Ultrassom 25 kHz 0% após ESC 150 bar 30 e 60 triplicata
Ultrassom 25 kHz 30% sem tratamento 30 e 60 triplicata
Ultrassom 25 kHz 30% após ESC 80 bar 30 e 60 triplicata
Ultrassom 25 kHz 30% após ESC 150 bar 30 e 60 triplicata
Ultrassom 25 kHz 50% sem tratamento 30 e 60 triplicata
Ultrassom 25 kHz 50% após ESC 80 bar 30 e 60 triplicata
Ultrassom 25 kHz 50% após ESC 150 bar 30 e 60 triplicata
Ultrassom 25 kHz 70% sem tratamento 30 e 60 triplicata
Ultrassom 25 kHz 70% após ESC 80 bar 30 e 60 triplicata
Ultrassom 25 kHz 70% após ESC 150 bar 30 e 60 triplicata
Ultrassom 25 kHz 100% sem tratamento 30 e 60 triplicata
Ultrassom 25 kHz 100% após ESC 80 bar 30 e 60 triplicata
Ultrassom 25 kHz 100% após ESC 150 bar 30 e 60 triplicata
3.6. QUINTA etapa 127
com um Photodiode Array Detector (PDA) (Varian Pro Star).
Foi utilizado uma coluna de fase-reversa C-18 (Varian Pursuit
XRs, 250 mm x 4,16 mm, 5 μm) e uma pré-coluna C-18 (Va-
rian Pursuit MetaGuard, 15 mm x 4,6 mm, 5 μm). Para uma
melhor separação e identificação do composto diversas metodo-
logias de diferentes autores foram avaliadas, Tabela 15. Assim
uma metodologia foi adaptada para o equipamento em questão,
denominado HPLC-1. Os cromatogramas foram monitorados nos
comprimentos de onda de (280 e 330) nm.
Tabela 15 – Métodos avaliados no equipamento HPLC 1
Método 1 2 3 4
Equipmento
Shimadzu (LC-10AT)
Detector PAD Varian
(Modelo 335, LC0812M804))
Coluna Varian Pursuit Xrs C-18(250 mm x 4,6 mm x 5 μm)
Pre-coluna Alltech, C18 5 μm
Vol. inje-
ção
20 μL
Vazão 1 mL.min−1
Solvente A Água + Água + Água + Água +0,1% TFA 0,1% H3PO4 0,1% AcOH 0,1% H3PO4
Solvente B Acetonitrila Metanol + Acetonitrila Acetonitrila0,1% H3PO4
0 min - 0% 0 min - 40% 0 min - 70% 0 min - 17%
20 min - 35% 10 min - 50% 8 min - 70% 35 min - 23%
Condições 40 min - 70% 15 min - 60% 13 min - 100% 37 min - 36%
(B) 45 min -
100%
25 min - 60% 57 min - 56%
59 min - 100%
Fonte: 1-(JAVANMARDI et al., 2002), 2-(WANG, 2004), 3-(TENA et al., 1997),
4-(AREIAS et al., 2000)
Posteriormente um segundo equipamento, outro HPLC-
Analítico, foi utilizado (Shimadzu LC-20A), equipado um PAD
(Shimadzu SPD-M20A) e um injetor automático (Shimadzu SIL-
20AC), denominado HPLC-2. Os métodos utilizados nesse equi-
pamento estão descritos nas Tabelas 16. Esses foram defini-
dos baseados na experiência prévia com o equipamento HPLC-1.
Para isso a mesma coluna analítica foi utilizada. Buscando um
método de separação com uso de solventes de baixa toxicidade
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uma metodologia utilizando etanol (solvente A) foi desenvolvida
e aplicada, o que serviu de método de base para o equipamento
HPLC-preparativo utilizado em etapa posterior (seção 3.6.5) de
separação e recuperação do analito. Todos os solventes foram
filtrados antes das análises de HPLC, utilizou-se filtro PTFE 0,2
μm (Pall Filters) para os solventes orgânicos e filtro de Nylon 0,2
μm (Pall Filters) para solução tampão aquosa, foi também utili-
zada água ultra pura 18.2 MΩ-cm (Elga, Filtro PureLab Ultra),
para preparação das soluções.
Tabela 16 – Metodologia utilizada no HPLC 2
Método 1 2
Equipamento Shimadzu (LC-20A)PAD Shimadzu
(SPD-M20A))
Coluna Varian Pursuit Xrs C-18(250 mm x 4,6 mm, 5 μm)
Pré-coluna Varian Pursuit MetaGuard C-18(15 mm x 4,6 mm, 5 μm)
Vol. injeção 20 μL
Vazão 0.4 mL.min−1 0.3 mL.min−1
Solvente A Água +
0,1% H3PO4
Solvente B Metanol Etanol
Condições (B)
0 min - 50% 0 min - 30%
2 min - 50% 5 min - 40%
25 min - 90% 12 min - 50%
30 min - 50% 23 min - 60%
29 min - 70%
35 min - 30%
3.6.4.1 Preparação da solução padrão e validação do método
Para a escolha do método de separação, uma solução es-
toque foi preparada com precisão, contendo 50 μg/mL de ácido
rosmarínico (Aldrich, 96%), homogeneizados com auxílio de um
ultrassom. Foram preparadas diferentes soluções, com os solven-
tes, Metanol, Etanol, Água (Ultra Pura) e Etanol:Água (30:70,
v/v). Ainda diferentes metodologias foram avaliadas nesse pro-
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cesso para cada tipo de solvente da solução de trabalho. O obje-
tivo dessa análise foi o de avaliar a resposta (tempo de retenção
e resolução do pico) do método de separação frente as soluções
com diferentes solventes.
Como critério de validação dos métodos foram utilizados,
os dados de área e tempo de retenção, onde para cada pico do
cromatograma obtido a partir de cinco injeções, foram obtidos os
desvios padrão relativo da amostra (coeficiente de variação, Cv).
Cv = (σ/X) · 100 (3.14)
sendo, σ o desvio padrão amostral e X a média das amostras.
σ =
√√√√ 1
n − 1
n∑
i=1
(xi − x)2 (3.15a)
X = (X1 + X2 + · · · + Xn − 1 + Xn)/n (3.15b)
O critério utilizado foi, Cv máximo de 1,5 % para área e 1,0
% para o tempo de retenção, determinado a partir da equação
(3.14). Dessa forma para todas as metodologias testadas, a esco-
lha para utilização da mesma passaram pelos critérios estatísticos
de validação.
3.6.4.2 Soluções padrão e curvas de calibração
Para quantificação, o método do padrão externo foi utili-
zado. Uma curva de calibração para o ácido rosmarínico foi pre-
parada, onde as áreas dos picos dos cromatogramas foram plota-
das com a concentrações conhecidas das soluções. Uma equação
gerada por um regressão linear foi utilizada para estabelecer a
concentração da solução. Uma quantidade de 10 mg de AR foi
acuradamente pesada e dissolvida em um frasco de 50 mL com o
solvente escolhido (etanol:água, 30:70 v/v) para obter novamente
uma solução estoque. Para a curva de calibração, a solução es-
toque foi diluída para obter uma sequencia de concentrações de
(100, 80, 60, 50, 20, 10, 5 e 1) μg/mL. As áreas geradas des-
sas soluções foram plotadas com a concentração para estabelecer
uma curva de calibração.
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A reprodutibilidade da quantidade injetada não é quase
um problema em HPLC como é em Gas Chromatography (GC).
Basicamente são injetados cerca de dez vezes mais amostra (5 a 20
μL), e não existe perdas durante a injeção, uma vez que a amostra
não é carregada em um sistema de alta-pressão e temperatura
através de um septum, como é o caso do GC. Além disso, o loop
de injeção foi construído para ter um volume particular (20 μL)
que garante a sua reprodutibilidade. Onde essa é maximizada
pela injeção de volumes superiores no loop com o uso de uma
seringa. Desse modo se assegura o seu preenchimento, garantindo
que o mesmo volume seja introduzido em cada análise (KENKEL,
2003).
A linearidade foi avaliada em cada equipamento, obtida a
partir da absorbância em cada concentração das soluções prepa-
radas para a curva de calibração, dessa forma foram obtidos os
valores dos desvios.
Desvio[%] = (SR − SRS)/SRS · 100 (3.16)
sendo, SR a sensibilidade relativa e SRS a sensibilidade relativa
padrão.
SRS = 1
n
·
n∑
i=1
(SR) (3.17a)
SR = Absorbancia[AU ]
Concentracao[μg/mL (3.17b)
Sendo como critério de validação desvios não superiores a ±5, 0%.
3.6.5 Separação e purificação do ácido rosmarínico
via HPLC-Preparativo
Para separação do AR em uma ampliação de escala (500×)
foi utilizado um HPLC-Preparativo (Varian ProStar Prep HPLC
System), que incluem duas bombas (Varian ProStar 210 Pump,
pressão max. 410 bar), um detector PDA (Varian ProStar 335
Photo Diode Array Detector), modulo de válvula e coluna (Va-
rian ProStar Column Valve Module CVM 500) com modulo de
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interface com computador (Varian ProStar Computer Interface
Module), com válvulas de injeção manual com dois loops, um
de 20 μL (Rheodyne 7725i (com switch)) e outro com 10 mL
(Rheodyne 3725(i)-038). Foi utilizada uma coluna preparativa
de fase-reversa C-18 (Varian Pursuit, 150 mm x 21,2 mm, 5 μm)
com uma pré-coluna C-18 (Varian Pursuit GUARD, 30 mm x
21,2 mm, 5 μm). Nesse equipamento foi utilizado também uma
coluna analítica de mesmo modelo, C-18 (Varian Pursuit, 150
mm x 4,6 mm, 5 μm), para validação do método no sistema. Os
métodos testados nesse equipamento estão descritos na Tabela
17.
Tabela 17 – Métodos avaliados no equipamento HPLC-Preparativo
Método 1 2
Equipamento
Varian ProStar Dynamax
Prep System
Detector PAD Varian (ProStar 335)
Coluna Varian Pursuit C-18(150 mm x 21,2 mm, 5 μm)
Pré-coluna Varian Pursuit MetaGuard C-18(30 mm x 21,2 mm, 5 μm)
Vol. injeção 10 mL
Vazão 21 mL.min−1
Solvente A Água + 0,1% TFA
Solvente B Metanol Etanol
Condições (B)
0 min - 40% 0 min - 30%
25 min - 90% 5 min - 30%
30 min - 40% 25 min - 90%
35 min - 40% 30 min - 30%
35 min - 30%
Com objetivo de implementar um processo de separação
com solventes de baixa toxicidade a metodologia de separação
com etanol foi desenvolvida e testada na ampliação de escala, da
analítica (injeção de 20 μL) para a preparativa (10 mL).
Visando obter o AR separadamente do restante dos com-
postos foi injetado uma alíquota de 10 mL do extrato (eta-
nol:água, 30:70 v/v) de alecrim, onde diferentes frações foram
coletadas durante o processo, baseadas no tempo de retenção. Es-
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sas frações foram submetidas a análise HPLC-MS (cromatografia
líquida com espectro de massa) para identificação dos compostos
de cada fração para confirmação do AR.
3.6.5.1 Identificação do ácido rosmarínico por HPLC-MS
Após o procedimento de obtenção das frações de extrato
de alecrim por HPLC-Preparativo, as amostras foram submetidas
à identificação por HPLC-MS. Para essa análise uma fase móvel
similar (seção 3.6.4) foi utilizada, mas ao invés de acido ortofosfó-
rico (H3PO4) foi utilizado ácido fórmico (HCOOH), acidificado
até pH 2.5, Tabela 18. A varredura de massa foi realizada entre
50-1500 m/z. Condições de operação do DUIS (Dual Ions Source
ESI + APCI) foram optimizadas no início das análises com au-
totunning (LabSolution 5.1, Shimadzu) e um padrão interno, na
temperatura de 350°C, vazão do nebulizador em 1,5 mL/min,
gás seco a 10 L/min e a voltagem da descarga do feixe de corona
a 4.0 kV .
O equipamento utilizado foi um HPLC (Shimadzu LC-
20AD) acoplada a um espectrômetro de massa (Shimadzu LC-MS
2020) quadrupolo com modo de ionização duplo (DUIS, ESI +
APCI) com mudança polaridade de alta velocidade, acoplado a
um detector PDA (Shimadzu SPD-M20A) e um injetor automá-
tico (Shimadzu SIL-20AC HT). A identificação do AR foi base-
ado no espectro de massa do padrão injetado, monitorado tanto
em modo (+) quanto (-), e ainda confirmando com os dados da
literatura.
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Tabela 18 – Metodologia utilizada no HPLC-MS
Equipmento
Shimadzu (LC-20AD)
PAD Shimadzu (SPD-M20A))
Espectrômetro de massa Shimadzu (LC-MS 2020))
Injetor Automático Shimadzu (SIL-20AC HT))
Coluna
Varian Pursuit Xrs C-18
(250 mm x 4,6 mm, 5 μm)
Pré-coluna
Varian Pursuit MetaGuard C-18
(15 mm x 4,6 mm, 5 μm)
Vol. injeção 20 μL
Vazão 0.4 mL.min−1
Solvente A Água +
0,1% HCOOH
Solvente B Metanol
Condições (B)
0 min - 40%
2 min - 40%
25 min - 90%
30 min - 40%
35 min - 40%
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3.7 SEXTA etapa
Nessa última etapa do trabalho foram realizadas análises
econômicas dos processos estudados. Os custos foram dolariza-
dos (2,36 R$/US$) para futuras comparações e publicação. Para
o processo de extração e separação dos compostos bioativos do
alecrim, foi realizado uma avaliação econômica do custo de ma-
nufatura dos produtos resultantes, sendo eles o extrato supercrí-
tico ou extrato supercrítico fracionado (antimicrobiano), extrato
hidro-alcoólico (antioxidante) e o ácido rosmarínico (antimicro-
biano e antioxidante) como composto purificado.
Desse modo foram avaliados os custos envolvidos no pro-
cesso de extração e separação dos compostos bioativos de inte-
resse. Os custos avaliados envolvem desde investimentos em equi-
pamentos, custos operacionais e de gestão, aquisição de matérias-
primas e seu processamento. As tecnologias envolvidas nesse
processamento vão desde a utilização de um planta de extração
supercrítica e extração sólido-líquido em batelada, processos de
filtração, separação, fracionamento e purificação.
Para cumprir com a avaliação do custo de manufatura dos
diferentes produtos, duas simulações foram realizadas, uma para
o custo do extrato supercrítico e outra para o ácido rosmarínico.
Um avaliação otimizada foi proposta por Rosa e Meireles
(2005), para determinação do custo de manufatura (Cost of Ma-
nufacturing) (COM) de extratos utilizando extração com fluido
supercrítico. Essa avaliação foi baseada em uma metodologia
desenvolvida por Turton et al. (1998) que considera o custo de
manufatura como uma função do que ele chama de, custos di-
retos (que dependem diretamente da produção e suas quantida-
des) e indiretos, como os custos fixos (envolvendo a depreciação
dos equipamentos, taxas e seguros) e ainda os custos gerais (dos
quais fazem parte os custos administrativos dos diferentes seto-
res, como o de vendas, pesquisa e desenvolvimento) (TURTON;
BAILIE; WHITING, 2009).
Pereira e Meireles (2007) realizaram uma análise econô-
mica do óleo essencial de alecrim, funcho e anis obtido por ex-
tração com fluido supercrítico. Para essa avaliação as condições
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operatórias avaliadas foram de 40 °C e 300 bar (sendo 5,0 % o
rendimento do extrato). O custo de manufatura do óleo essencial
estimado, por ESC, como sendo Cost Class Five (Custo de Classe
5) (ACCEI, 2003), que considera um nível baixo de definição do
projeto. Não foram contabilizados na análise, a lucratividade e
a taxa de retorno. Os mesmo parâmetros experimentais obtidos
em escala laboratorial foram utilizados na ampliação da escala,
como tamanho de partícula e densidade aparente do leito (358
kg/m3), a razão de massa de planta e vazão de solvente foi man-
tida constante.
3.7.1 Avaliação econômica do processo de extração
supercrítica
Com base em dados da literatura essa análise foi reali-
zada com a estimativa dos vários custos diretos (pertinentes ao
processo de extração supercrítica) acrescido dos custos indiretos,
como segue.
3.7.1.1 Determinação do custo de manufatura (COM)
Para determinação dos custos foram obtidos alguns valores
de bibliografia pertinente (referenciados) e outros valores foram
baseados em valores de mercado atual, obtidos por consulta di-
reta. A composição do COM é feita com base nos custos diretos
e indiretos. Os custos diretos compreendem os custos fixos repre-
sentados pela compra dos equipamentos envolvidos no processo, e
os custos operacionais dos quais fazem parte as matérias-primas,
a mão-de-obra, fornecimento de CO2 e utilidades. Para os custos
indiretos fazem parte as despesas com taxas e impostos, depre-
ciação, marketing, e outros custos administrativos.
3.7.1.2 Custos indiretos
A produção anual não é dependente dos custos indiretos,
listados na Tabela 19, que compreendem uma porcentagem do
investimento inicial (FCI). Porém outros custos devem ser rela-
cionados, como os custos gerais, de vendas, marketing, pesquisa
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e desenvolvimento, bem como taxas administrativas, sendo uma
quantidade aproximada de 5 % do total investido (FCI) (PETERS;
TIMMERHAUS; WEST, 2002), totalizando 19 % do investimento
inicial.
Tabela 19 – Quantidades aproximadas dos custos indiretos
Tipo de custo % do Investimento Inicial
Seguro 1 % FCI
Depreciação 10 % FCI
Manutenção 2 % FCI
Taxas e impostos 1 % FCI
3.7.1.3 Investimento inicial (FCI)
O investimento inicial se refere a aquisição de uma uni-
dade de extração supercrítica, onde essa unidade compreende
todos os equipamentos necessários para a operação. Dessa forma
uma unidade ESC possui basicamente, bombas, trocadores de
calor, extratores e separadores (vasos de pressão), compressor,
tubulações, válvulas e acessórios. Para o investimento inicial fo-
ram desconsiderados os custos iniciais de solvente, co-solvente e
matéria-prima para iniciar a parte operacional.
Normalmente uma unidade de extração supercrítica é com-
posta de dois ou mais extratores, o qual facilita o modo operatório
do processo em semi-batelada, onde enquanto um extrator é uti-
lizado o outro é recarregado e assim sucessivamente, evitando-se
nesse caso uma parada total da unidade de extração.
Os custos das unidades de extração supercríticas utiliza-
dos para essa análise estão indicados na Tabela 20, adaptado
de Prado (2009). Segundo o autor os custos foram determina-
dos pela regra six-tenth (TURTON; BAILIE; WHITING, 2009), onde
são estimados quando é conhecida a capacidade e o preço de um
equipamento similar (PRADO, 2009).
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Tabela 20 – Custo da unidade de ESC no mercado norte americano e chinês.
Capacidade dos Custo da unidade Custo da unidade
Extratores [litros] Americana [US$] Chinesa [US$]
5 200.000,00 100.000,00
50 500.000,00 300.000,00
100 750.000,00 450.000,00
200 1.125.000,00 650.000,00
300 1.500.000,00 850.000,00
400 1.750.000,00 1.000.000,00
500 2.000.000,00 1.150.000,00
1000 3.000.000,00 2.000.000,00
Fonte: Adaptado de Prado (2009).
3.7.1.4 Custos diretos
Segundo Shariaty-Niassar et al. (2009) os custos diretos
em uma unidade ESC cobrem cerca de 30 % a 70 % das despesas
de produção, onde esses custos são diretamente proporcionais ao
custo da matéria prima (RMC), mão-de-obra (LC) e utilidades
(UC) (SHARIATY-NIASSAR et al., 2009).
3.7.1.5 Custo operacional (LC)
O custo operacional envolve a mão-de-obra utilizada na
planta de extração e foram considerados dois operadores em cada
turno de trabalho, nos três turnos diários, durante 330 dias por
ano. Foi estimado o valor de 3,80 US$/h, com base no valor da
mão-de-obra local da região de Florianópolis-SC, considerando
um total de 7.920 h operacionais no ano (ROSA; MEIRELES, 2005).
3.7.1.6 Custo de utilidades (UC)
O custo de utilidades, são os custos envolvidos na operação
das utilidades da planta industrial, envolvendo o funcionamento
dos equipamentos e seus gastos energéticos. No presente caso
foram considerados os gastos energéticos no ciclo do CO2 puro
com auxilio de um diagrama de temperatura-entropia, onde as
etapas de compressão, expansão e re-compressão foram estimadas
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na extração e separação do extrato (BRUNNER, 1994; PRADO,
2009).
3.7.1.7 Custo da matéria-prima (RMC)
O custo da matéria-prima se refere à aquisição do material
vegetal (alecrim), solventes (CO2 e etanol), transporte e pré-
processamento. Para efeito dessa avaliação os valores (V mp) uti-
lizados estão apresentados na Tabela 21, e para a matriz vegetal
ja estão incluídos os custos de secagem e transporte.
Tabela 21 – Custos das matérias-primas
Matéria-prima V mp (US$/kg) Fonte
Alecrim 5,90 (SANTOSFLORA, 2012)
Alecrim importado 3,00 (RACINEX, 2010)
CO2 0,15 (ROSA; MEIRELES, 2005)
Etanol 0,97 (ICIS, 2008)
A perda de CO2 considerada no processo foi de 2%, con-
forme ja referenciado por alguns autores (PEREIRA; MEIRELES,
2007; ROSA; MEIRELES, 2005).
3.7.1.8 Custo do tratamento de resíduos (WTC)
No processo de extração supercrítica de uma matriz vegetal
o único resíduo gerado é a matriz vegetal utilizada. Podendo essa
matriz vegetal ser reincorporada no solo como adubo (material
orgânico seco), utilizada como insumo para geração de calor em
caldeira à queima de biomassa ou ainda ser reutilizada em outro
processo. Nesse trabalho o resíduo orgânico foi utilizado como
matéria-prima para extração de outros compostos bioativos, o ex-
trato hidro-alcoólico para separação do ácido rosmarínico. Para
tanto o custo de tratamento de resíduo foi desconsiderado na es-
timativa do custo de manufatura do extrato, sendo ele não mais
um resíduo e sim um subproduto.
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3.7.2 Avaliação econômica do processo de separa-
ção
A separação de compostos vem sendo desenvolvida por dé-
cadas, e o uso de processos cromatográficos se deu desde 1950,
quando em 1960 sofreu um grande salto no seu desenvolvimento,
quando a empresa UOP (Process Division, EUA) introduziu no
mercado um novo processo chamado de, leito móvel simulado,
SMB, o Sorbex.
O processo de separação cromatográfica em escala indus-
trial tem objetivos diferentes da escala analítica. Segundo Pyn-
nonem (1998) um processo cromatográfico possui muitos graus de
liberdade quando da sua escolha no planejamento do processo de
separação. Fatores que não são importantes em escala analítica
são de extrema importância no custo do processo de separação
em escala industrial, tais como, alta solubilidade do soluto no
eluente, tamanho da coluna, temperatura de operação, trabalho
de empacotamento da coluna, tamanho de partículas, recupera-
ção do solvente e escala do equipamento. O uso de tamanhos de
partículas na faixa de (50-200) μm, considerado grande, quando
comparado as de escala analítica (5 μm), empacotado em colunas
maiores e operando em modo contínuo, em sistema SMB, pode
reduzir o custo do processo de separação em ordens de magnitude
(PYNNONEN, 1998). Ainda segundo o autor, a visão analítica de
um processo de separação o qual visa se obter picos bem defi-
nidos com alta pureza e resolução não se aplicam a um modelo
econômico do processo industrial. Sendo a chave para se liber-
tar de um alto custo é a mudança na maneira de se planejar o
processo. Nos processos de cromatografia por eluição (processos
normais em batelada, como em HPLC-analitico) a alta pureza de
um composto e sua recuperação não pode ser obtida com baixa
resolução de pico. Porém, em um processo contínuo, como no
caso do SMB isso seria possível, o qual ja se tornou uma reali-
dade há algum tempo.
Para uma avaliação global do custos de um processo de se-
paração, quatro são os fatores de maior influência. São eles, a
coluna de separação e suas condições operacionais, o tamanho de
140 Capítulo 3. Materiais e métodos
partícula da fase estacionária utilizada, escala e o grau de oti-
mização econômica do processo. Esses aspectos são importantes
tanto em um sistema de eluição (cromatografia liquida em bate-
lada - HPLC) como em um sistema SMB. Se apenas um desses
fatores é otimizado é improvável que o custo seja minimizado.
Para apresentar um visão mais geral do impacto de suas escolhas
serão descritos, brevemente, as principais característica de cada
um deles.
1. Tamanho de partícula
Perda de carga
Custo do equipamento
Resolução
Procedimento de empacotamento da coluna
2. Coluna de separação e condições operacionais
Dimensões da coluna (altura e diâmetro)
Vazão de solvente
Alimentação (pureza e concentração)
Distribuição (sistema de coleta das frações)
3. Economias de escala
Investimento (equipamentos)
Custo operacional
4. Otimização econômica
Integração do processo
Compra de solventes vs reciclo
O tamanho de partícula influencia na perda de carga de
um sistema onde um fluido passa através de um leito sólido par-
ticulado. Para os casos de um fluxo laminar (baixo número de
Reynolds) como é encontrado em cromatografia líquida, a perda
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de carga pode ser determinada pela equação de Leva, reduzida a
equação de Blake-Kozeny, como segue:
ΔP = 150ν0Lμ(1 − ε)
2
D2pε
3 (3.18)
onde ΔP é a perda de carga na coluna, V0 a velocidade superficial,
L comprimento da coluna, μ é a viscosidade do fluido, ε é a
porosidade do leito na coluna e Dp é o diâmetro de partícula.
A partir da equação (3.18) podemos concluir que com a
redução da viscosidade do fluido (aumento da temperatura), re-
dução do comprimento da coluna, baixa vazão e aumento do
diâmetro de partículas podemos reduzir drasticamente a perda
de carga na coluna. Porém a cada escolha implica em uma mu-
dança na resposta do processo, o que nos leva a uma limitação
em cada um dos parâmetros a serem alterados. O aumento da
temperatura implica em perda de seletividade do processo ou até
mesmo degradação dos compostos a serem separados. A redu-
ção do comprimento da coluna é geralmente utilizado na prática.
Baixas vazões implicariam em redução da produtividade. Au-
mento do tamanho de partícula (Dp) resultaria em um aumento
da altura equivalente do prato teórico (HETP) e a uma redução
da resolução do pico.
Uma correlação entre o tamanho de partícula e o seu custo
foi determinada por Pynnonem (1998), para diversas fases estaci-
onárias, incluindo fases reversas C-18 (utilizada na separação do
AR), para uma faixa de diâmetro de (5 a 900) μm, avaliada nos
períodos entre 1972 e 1998. A equação utilizada para obtenção
do custo (US$/g) da fase estacionária segue como:
Custo(US$/g) = 3623(Dp)−1,675 (3.19)
Equipamentos para uso em processo de alta pressão cus-
tam mais do que aqueles para pressões normais a baixas. Isso
geralmente é mais evidente em processos de larga escala. O equi-
pamento de maior impacto no custo de aquisição de uma unidade
são as suas colunas. Dessa forma os custos de investimento inicial
foram baseados utilizando a mesma regra six-tenth.
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Tabela 22 – Custo das unidades de separação cromatográficas. Adaptado de
(PYNNONEN, 1998).
Capacidade da unidade Custo da Unidade
. [US$]
Analítica 100.000,00
Piloto 500.000,00
Comercial 1.000.000,00
SMB 1.400.000,00
A performance de uma coluna cromatográfica depende de
um variedade de fatores operacionais e de projeto, como já apre-
sentado. De modo a obter um aumento de escala bem sucedido
foi mantida a cinética (tamanho de partícula, porosidade, quí-
mica da fase estacionaria, temperatura, fase móvel) e a dinâmica
(altura do leito, velocidade do fluxo, densidade da coluna empa-
cotada), equivalente, entre as colunas utilizadas em escala labora-
torial com as das plantas avaliadas (PEPER; JOHANNSEN; BRUN-
NER, 2007; TOUMI et al., 2007; KASPEREIT et al., 2005; JUPKE;
EPPING; SCHMIDT-TRAUB, 2002; PYNNONEN, 1998). Esses obje-
tivos foram alcançados utilizando, na avaliação, fase estacionaria
e fase móvel idênticas, com as mesmas, altura de leito, velocidade
linear do fluxo, composição química da fase estacionaria, condi-
ções de alimentação e gradientes. Para lidar com o aumento do
volume de injeção em escala piloto, o procedimento mais comu-
mente utilizado é o aumento do volume da coluna, com o aumento
do seu diâmetro. Isso mantém o tempo de residência do produto
constante e evita possíveis problemas de estabilidade do produto
final (quando for o caso) (RATHORE; VELAYUDHAN, 2003). A Fi-
gura 26 mostra um esquema com três tamanhos diferentes de co-
luna que são comumente utilizadas em escala laboratorial, piloto
e comercial. Assim para essa análise econômica foram levanta-
dos vários cenários de operação, baseado nos resultados obtidos
na escala analítica. Dessa forma tentou-se manter uma previ-
são dos custos envolvidos no conjuntos dos processos de maneira
simples e básica, para um entendimento global da separação do
ácido-rosmarínico. Na avaliação econômica da separação do AR,
foram selecionados quatro escalas de processo, sendo elas, ana-
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Figura 26 – Exemplo de três diferentes escalas de colunas utilizadas em de-
senvolvimento de processos de separação.
Fonte: Rathore e Velayudhan (2003)
lítica, piloto e comercial, referentes ao modo de operação em
HPLC-batelada com injeção pulsada (injeção sequencial a cada
intervalo de tempo de 15 min) e ainda modo de operação SMB.
Na Tabela 23 estão referenciadas as escalas, volumes das colunas
utilizadas, número de colunas utilizadas no processo, número de
trocas da fase estacionária por ano e o diâmetro de partícula.
Como base para as escalas foi proposta como sendo a escala pi-
loto 100× a escala analítica, a comercial 10.000×, e em modo
SMB aproximadamente 21.000×.
Tabela 23 – Colunas referentes a cada uma das escalas dos cenários avaliados.
volume da n° de trocas Dp
coluna (mL) colunas (/ano) (μm)
ANALÍTICA 14,3 3 2 5
PILOTO 4300 1 1 10
COMERCIAL 71500 2 1 15
SMB 145000 8 1 320
Na Tabela 24 são apresentados os custos da fase estacioná-
ria C18 calculada com base na equação (3.19), em US$/g e seu
respectivo custo anualizado.
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Tabela 24 – Custos da fase estacionária (C18) para cada uma das escalas.
Dp (μm) US$/g US$/ano
ANALÍTICA 5 244,51 11.244,64
PILOTO 10 76,57 176.482,47
COMERCIAL 15 38,83 2.975.886,08
SMB 320 0,23 143.405,20
Para a determinação dos custos diretos e indiretos foi uti-
lizada a mesma metodologia utilizada na seção 3.7.2. E o custo
de manufatura do AR por separação cromatográfica foi estimado
com base em metodologia proposta por Turton (2012). Dessa
forma o COM do AR foi calculado como:
COM = 0, 180 ·FCI +2, 73 ·LC+1, 23 · (RMC+WTC+UC) (3.20)
onde FCI é o investimento inicial, LC é o custo operacional,
RMC é o custo da matéria-prima, WTC é o custo do tratamento
de resíduos e UC é o custo de utilidades (TURTON et al., 2012).
3.7.2.1 Custos diretos
A maioria dos processos de separação envolvendo croma-
tografia possuem seus maiores custos identificados como, custos
operacionais, fase estacionária, empacotamento de colunas, cus-
tos de bombeamento e evaporação de solventes (VANNESTE et al.,
2011). Para os eluentes apenas o etanol foi considerado no custo
de manufatura, e a água não foi contabilizada.
O custo da fase estacionária foi estimado pela equação
(3.19), os custos de bombeamento foram estimados com base
no consumo elétrico dos motores elétricos das bombas para cada
uma das unidades de separação. O custo de evaporação de sol-
ventes foi baseado no consumo energético de um caldeira, para
uma determinada vazão de solvente, aplicada a cada unidade so-
mado ao custo de concentração do extrato, necessário antes de
injeção no sistema de separação. Para concentrar o extrato foi
estimado o custo energético (kg de vapor) em sistema de evapo-
radores de múltiplo efeito, considerando três efeitos. O custo do
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kg de vapor foi estimado com base na demanda de biomassa ou
óleo combustível para se obter a quantidade de vapor necessária
para suprir cada processo.
3.7.2.2 Custo operacional (LC)
O custo operacional envolve a mão-de-obra utilizada na
unidade de separação, embora normalmente esses tipos de unida-
des sejam altamente automatizadas a necessidade de um mão-de-
obra especializada faz-se necessária no monitoramento durante
um período do processamento. Dessa forma foi considerado um
operador em cada turno de trabalho, nos três turnos diários, du-
rante 330 dias por ano e um especialista durante dois turnos
diários. Foi estimado um valor de 3,80 US$/h, considerando
num total de 7.920 h operacionais no ano, para os operadores
e de 12,00 US$/h para o técnico especialista em um total de
5.280 h anuais. Para cada uma das unidades segue na Tabela
25 o perfil operacional estimado. Foi considerado aqui somente o
pessoal necessário para suprir a demanda do processo de separa-
ção. Os outros sub-processos (caldeira, evaporadores, centrífuga,
manuseio e transporte) da unidade não foram considerados.
Tabela 25 – Número de pessoal para operação de cada unidade.
Capacidade da unidade Pessoal
. [operadores] [técnico]
Analítica - 1
Piloto 1 1
Comercial 2 1
SMB 2 1
3.7.2.3 Custo de utilidades (UC)
O custo das utilidades, são os custos envolvidos na opera-
ção dos equipamentos da planta industrial, envolvendo os gastos
energéticos no tempo de funcionamento (SETHI; WIESNER, 2000).
Foi determinado o consumo energético de bombas comerciais com
capacidades (vazão e pressão) semelhantes às requeridas por cada
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unidade no período total de seu funcionamento, além de uma cen-
trifuga e compressores, e dessa forma estimado o custo com base
no valor da energia elétrica na região.
3.7.2.4 Custo da matéria-prima (RMC)
O custo da matéria-prima se refere à aquisição do material
vegetal (alecrim), porém o mesmo é obtido como resíduo da ex-
tração supercrítica e não foi adicionado ao custo de manufatura.
3.7.2.5 Custo do tratamento de resíduos (WTC)
No processo de separação por cromatografia os resíduos ge-
rados são os solventes e a própria matriz vegetal utilizada para
obtenção dos compostos a serem separados. A matriz vegetal
foi reintegrada no processo, após um processo de centrifugação,
gerando energia, na alimentação da caldeira, utilizada para eva-
porar e recuperar os solventes. Dessa forma os custos de tra-
tamentos de resíduos foram os do processo de recuperação de
solvente por evaporação.
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4 Resultados e discussão
Neste capítulo serão apresentados os resultados obtidos em
cada uma das etapas do trabalho de pesquisa.
4.1 PRIMEIRA etapa
Nessa primeira etapa foi caracterizado o leito de extração e
as unidades extrativas, determinada a solubilidade experimental
do extrato de alecrim em CO2 supercrítico sob regime de vazão
constante, ainda, foi estudada a estrutura da planta e a locali-
zação do seu óleo essencial. Foram realizados experimentos de
extração supercrítica e hidrodestilação e comparado suas com-
posições por cromatografia gasosa. Essa etapa também visou o
acúmulo de extrato para utilização em posteriores experimentos
para medida de atividade antimicrobiana.
4.1.1 Caracterização da matéria-prima (leito de ex-
tração)
Após o processo de secagem foi realizada a separação gra-
nulométrica com uso de peneiras (mesh 65 e 80 - SFE-I e II,
mesh 40 e 70 - SFE-III) e posteriormente determinação da den-
sidade via picnometria de gás hélio. As características do leito
de extração estão demonstradas na Tabela 26.
Tabela 26 – Caracterização do leito de extração
SFE-I SFE-II SFE-III
Densidade, ρs[kg/m3] 1225 1225 1225
Densidade aparente, ρa[kg/m3] 392,00 ± 1,45 391,70 ± 1,13 353,50 ± 0,87
Porosidade, ε 0,68 0,68 0,71
Altura, H [m] 0,50 0,13 0,30
Diâmetro, d [m] 0,021 0,010 0,020
H/d 23,8 13 15
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De forma a caracterizar a matriz vegetal e obter informa-
ções a respeito da localização do óleo na planta, uma microscopia
eletrônica de varredura foi realizada no alecrim. As imagens ob-
tidas foram coloridas via software após a sua aquisição, de forma
a facilitar a visualização dos tricomas glandulares onde se en-
contra o óleo armazenado na planta. Foram obtidas imagens da
secção transversal da folha de alecrim, antes e após o tratamento
extrativo com CO2 supercrítico. Na Figura 27 é apresentada a
folha de alecrim (Rosmarinus officinalis) com um corte em sua
secção transversal, na parte inferior da folha pode-se observar
um sulco bem característico. Nessa região da folha, chamada
de abaxial, parte inferior, observam-se as estruturas do alecrim,
com filamentos, e em sua superfície, bem característico os tri-
comas glandulares (forma esférica) onde o óleo é localizado. Na
Figura 27 – Alecrim seco, corte da secção transversal da folha, imagem obtida
com MEV. Tricomas glandulares peltados (PT) juntamente com tricomas
não-glandulares (NT) localizados na abaxial da folha.
Figura 28 observa-se com detalhe a região dos tricomas glandula-
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res (em verde escuro) entre os filamentos estruturais do alecrim.
Uma comparação entre as folhas de alecrim antes (a) e após (b)
Figura 28 – Alecrim seco, corte da secção transversal da folha, detalhe na re-
gião de localização dos tricomas glandulares peltados (verde escuro), imagem
obtida com MEV e colorido via software.
o tratamento extrativo com CO2 está demonstrada na Figura 29,
onde pode-se observar os tricomas rompidos (destruídos) após o
procedimento de extração supercrítica. O diâmetro médio dos
tricomas varia em torno de (45 a 60) μm, para a matriz vegetal
estudada. Com exceção dos tricomas, nenhuma outra estrutura,
aparentemente, foi rompida ou destruída com a aplicação do pro-
cedimento de extração com CO2 (150 bar e 35 °C, na unidade
SFE-III). Visto que os tricomas apresentam um diâmetro relati-
vamente grande, seria possível reduzir a granulometria da planta
suficientemente a fim de expor todo a óleo ao solvente. O que
torna o procedimento de extração somente um problema de esco-
amento do solvente por entre as áreas de óleo disponível no leito
poroso, para o presente sistema.
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Figura 29 – Microscopia eletrônica de varredura, MEV, dos tricomas glandu-
lares peltados do alecrim, sem tratamento e após tratamento extrativo com
CO2 supercrítico.
(a) Sem tratamento (b) Com tratamento ESC
4.1.2 Extração supercrítica de alecrim
Os experimentos foram realizados em batelada, nas uni-
dades de extração SFE-I, II e III. As variáveis controladas na
unidade SFE-I foram pressão e temperatura e as variáveis me-
didas foram vazão de CO2 e massa de óleo. Para a unidade de
extração SFE-II as variáveis controladas foram pressão, tempera-
tura, vazão de CO2, co-solvente e eluente e as variáveis medidas
foram massa de óleo e absorbância a 254 nm. Na unidade SFE-III
as variáveis controladas foram pressão (extrator e separadores),
temperatura (extrator e separadores) e as variáveis medidas fo-
ram vazão de CO2 e massa de óleo. Os dados de extração da
unidade SFE-I estão mostrados na Tabela 27, onde para os ex-
perimentos repetidos com a mesma condição experimental, no
caso de 80 bar e 35 °C (1,35 ± 0,24), o rendimento apresentou
um desvio padrão de 18 %, a 100 bar e 35 °C (1,48 ± 0,21) este
desvio padrão foi de 14 % e para 120 bar e 35 °C (2,34 ± 0,16) foi
de 7 % o desvio padrão. Como a planta piloto de extração SFE-
I não possuía uma bomba com controle de vazão, a quantidade
de CO2 utilizada foi medida e essa variou em cada experimento.
Vale salientar que diferentes quantidades de massa de solvente
foram utilizadas a cada experimento.
O principal objetivo desse experimento foi o de determinar
4.1. PRIMEIRA etapa 151
Tabela 27 – Condições de extração - SFE-I - alecrim.
Pressão Temperatura Massa total Densidade Rendimento
de CO2 do CO2
bar °C g kg/m3 %
80 35 336 416,5 1,60
80 35 137 416,5 1,48
80 35 238 416,5 1,26
80 35 198 416,5 1,06
100 35 230 649,4 1,36
100 35 203 649,4 1,75
100 35 217 649,4 1,29
100 35 278 649,4 1,54
120 35 214 719,2 2,45
120 35 299 719,2 2,26
120 35 296 719,2 2,50
120 35 256 719,2 2,15
a melhor condição de extração para esse equipamento, em ma-
téria de rendimento e composição, visando acumular extrato. O
extrato acumulado foi avaliado frente a alguns microrganismos
em testes in-vitro e na aplicação em presunto cozido embalado
a vácuo, conforme citado em materiais e métodos. As extrações
a 120 bar e 35 ºC apresentaram o melhor rendimento frente às
outras condições testadas, devido a maior densidade do solvente.
Pelo teste de Tukey (α = 0, 05) as extrações (80 e 100) bar não
apresentaram diferença estatística no rendimento entre si, sendo
a 120 bar diferente de ambas, Tabela 28. Dessa forma os extra-
tos acumulados nas condições de 120 bar e 35 °C foram utilizados
nos ensaios das medidas de atividade antimicrobiana.
Tabela 28 – ANOVA, extração SFE-I 35 °C
Fonte de variação SQ GL MQ F p(α=0.05)
Entre Tratamentos 2,3058 2 1,1529 27,39926 0,000149
Devido ao erro (residuos) 0,3787 9 0,0421
Total 2,6845 11
A caracterização desses extratos foi realizada via CG-MS
para identificação dos compostos e posteriormente via GC-FID
para qualificação dos extratos em termos de área absoluta de
pico, Tabela 32.
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Com a utilização da unidade SFE-II foi possível obter da-
dos da solubilidade experimental do extrato de alecrim em CO2
supercrítico à 150 bar e 35 °C, onde diferentes condições de va-
zão foram utilizadas. Essa técnica permitiu avaliar a hipótese de
que um maior tempo de contato entre o CO2 e o extrato serviria
para elevar sua concentração na fase solvente, até uma possível
concentração de saturação nas condições experimentais. Assim
foram realizadas extrações, com a mesma massa de vegetal (0,004
kg), tamanho médio de partícula 0,212 mm, em triplicata para
uma mesma vazão. As vazões utilizadas variaram de (0,99 a 0,18)
mL/min. Na Tabela 29 pode-se observar o aumento da solubili-
dade experimental a medida que a vazão de CO2 foi sendo redu-
zida, de 0,99 mL/min até 0,45 mL/min, o que sugere que um
maior tempo de contato entre as fases seria suficiente para elevar
a concentração de soluto no solvente. Na vazão de 0,18 mL/min
observou-se um decréscimo da solubilidade experimental e onde
o desvio padrão da mesma aumentou cerca de 3x comparado
aos outros experimentos. Isso pode ter ocorrido devido ao fato
de que a quantidade coletada por unidade de tempo era muito
pequena, sendo suscetível a erros de medida, e possíveis perdas
em seu respectivo frasco no momento da coleta. Lembrando que
nessa unidade as coletas eram realizadas de modo contínuo dire-
tamente no frasco, sem o uso de vaso coletor. A medida da massa
era realizada em intervalos definidos de tempo. A solubilidade
experimental foi obtida graficamente, durante a etapa de extra-
ção constante (taxa de extração constante), pela declividade da
curva (massa de óleo vs massa de solvente) (SOVOVÁ, 2005).
Tabela 29 – Condições de extração - SFE-II, variando a vazão.
Pressão Temperatura Vazão de CO2 Solubilidade exp.
bar °C ml/min [×10−5 kg/s] y∗(×103)
150 35 0,99 [1,77] 2,09±0,13
150 35 0,90 [1,62] 2,15±0,06
150 35 0,54 [0,97] 2,26±0,26
150 35 0,45 [0,80] 2,76±0,25
150 35 0,18 [0,32] 1,96±0,86
Para determinação de uma cinética de extração sob regime
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de vazão constante, as curvas de extração foram obtidas na uni-
dade SFE-II, Figura 30. A vazão de CO2 utilizada foi de 1,80
mL/min. Observa-se um aumento no rendimento em função da
pressão para ambas as temperaturas testadas (35 e 55) °C, isso
se deve a redução da distância média entre as moléculas, au-
mentando as interações soluto/solvente (CARVALHO et al., 2005).
Observa-se que para a pressão de 150 bar, o maior rendimento
foi obtido na temperatura de 35 °C, enquanto para a pressão de
250 bar, o maior rendimento obtido foi a 55 °C. Assim para al-
tas pressões ou aquelas acima de 150 bar a pressão de vapor dos
compostos predomina sobre o efeito da densidade. Resultados
similares foram obtidos por Carvalho et al. (2005).
Tabela 30 – Condições de extração - SFE-II.
Pressão Temperatura Vazão de CO2 ρCO2 Rendimento
bar °C ml/min [×10−5 kg/s] kg/m3 %
150 35 1,8 [3,23] 790,8 3,13
150 55 1,8 [3,23] 609,3 2,81
250 35 1,8 [3,23] 913,1 3,75
250 55 1,8 [3,23] 802,9 4,31
4.1.3 Extração de alecrim por hidrodestilação
Cerca de 300 g de amostra seca (alecrim moído, brasileiro)
foi submetido a hidrodestilação, com utilização de um aparato
tipo Clevenger. Os dados de extração estão mostrados na Ta-
bela 31, e a caracterização do óleo essencial do hidrodestilado
de alecrim (brasileiro) está apresentado na Tabela 32. Os ren-
dimentos obtidos na hidrodestilação foram inferiores aos obtidos
na extração supercrítica e o desvio padrão dos ensaios foi de 7
%. A diferença no rendimento é função de que a ESC extrai ou-
tros compostos além daqueles presentes no óleo essencial, como
as ceras cuticulares.
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Figura 30 – Curvas de extração de alecrim, obtidas na unidade SFE-II, com
vazão constante 1,8 mL/min, () 150 bar e 35 °C, () 150 bar e 55 °C, ()
250 bar e 35 °C,(♦) 250 bar e 55 °C.
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Tabela 31 – Hidrodestilação - alecrim.
Extração n° Rendimento (%)
1 0,913
2 0,856
3 0,770
4 0,959
5 0,820
6 0,808
7 0,813
média±desvio p. 0,848±0,066
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4.1.4 Caracterização dos extratos e do óleo essen-
cial
A caracterização dos extratos supercríticos e do óleo essen-
cial (hidrodestilado, HD) foi realizada via GC-MS para identifi-
cação dos compostos e posteriormente via GC-FID para qualifi-
cação dos extratos em termos de área absoluta de pico, Tabela
32. A comparação foi realizada somente comparando os compos-
tos com mesmo tempo de retenção em relação à sua área abso-
luta. Observa-se que o óleo essencial (hidrodestilado), segundo o
cromatograma (GC-FID), apresentou uma maior quantidade de
α-pineno (12 %) quando comparado aos extratos supercríticos
(3 %). Pode-se observar também que os extratos de Rosmari-
nus officinalis provenientes do Brasil, testados nesse trabalho,
apresentam uma grande quantidade de canfora (40 %), quando
comparado ao óleo essencial e extratos dessa planta, cultivada
em outros países (CELIKTAS et al., 2007; BOUSBIA et al., 2009).
Dessa forma, os principais constituintes encontrados nas amos-
tras, foram o α-pineno (3-11 %), β-myrceno (6-2 %), 1,8-cineol
(6-12 %), linanol (1-2 %), canfora (39-40 %), borneol (1-3 %), α-
terpineol (2-4 %), verbenona (7-15 %) e o β-cariofileno (6-9 %).
A porcentagem aqui demonstrada se refere à área do composto
normalizada com à área total dos compostos identificados no cro-
matograma, e foi utilizado o mesmo número para as análises em
comparação. Pode-se observar que os extratos supercríticos (100
e 120) bar apresentaram uma maior quantidade de sesquiterpenos
quando comparados ao óleo essencial obtido por hidrodestilação,
isso se deve ao método de extração utilizado, e suas condições.
Observou-se um aumento na área de pico da canfora e ver-
benona nos cromatogramas, com o aumento da pressão de extra-
ção a temperatura de 35 °C. Sendo os perfis cromatográficos das
amostras nas condições testadas muito similares.
Muitos autores utilizam a área porcentual do pico em re-
lação a área total do cromatograma, técnica de avaliação muito
utilizada atualmente, porém alguns cuidados devem ser tomados
para evitar que tal metodologia leve a interpretações incorretas
nas análises cromatográficas.
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É equivocado afirmar que, embora um composto apresente
uma maior área absoluta do que outro composto em um mesmo
cromatograma, que esse esteja presente em uma maior quanti-
dade no extrato. Pois sabe-se que cada composto responde de
forma diferente ao detector, dessa forma ocorre uma interpreta-
ção equivocada sobre a real composição de um extrato e seus
compostos majoritários. A fim de transpor essa incerteza, outra
forma de quantificação foi utilizada em etapa posterior.
4.1.5 Considerações sobre a PRIMEIRA etapa
Foi possível verificar a localização do óleo essencial na ma-
triz vegetal do alecrim, nos tricomas glandulares peltados (di-
âmetros de 40 a 60 μm) localizados na região abaxial da folha.
Observa-se o aumento do rendimento do extrato supercrítico com
o aumento da pressão sob temperatura constante (120 bar a 35
°C) e consequente maior concentração dos seus compostos. Po-
rém o extrato hidrodestilado com menor rendimento compara-
tivamente ao processo de ESC, apresentou maior quantidade de
monoterpenos e de um monoterpeno oxigenado, a cânfora.
Foi avaliado a solubilidade experimental do extrato de ale-
crim em CO2, com o uso de baixas vazões de solvente a 150 bar
e 35 °C, onde pôde-se comprovar a hipótese de que um maior
tempo de contato do solvente com o soluto levaria à uma possí-
vel saturação. Os dados obtidos indicaram essa premissa, salvo
para vazões inferiores a 0,45 mL/min. O maior rendimento do
extrato supercrítico de alecrim nas condições testadas foi 4,31 %
para a condição de 250 bar e 55 °C.
Os extratos obtidos foram armazenados sob refrigeração
para posterior avaliação de sua atividade antimicrobiana in vitro
e em contato direto com alimento.
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4.2 SEGUNDA etapa
Foram realizados ensaios para avaliar a atividade antimi-
crobiana do extrato SC de alecrim de origem brasileira, frente
a alguns microrganismos patogênicos in vitro, estes responsáveis
pela contaminação e deterioração de alimentos cárneos. Os ex-
tratos também foram avaliados em contato direto com o alimento
(presunto cozido embalado a vácuo), com objetivo de aumentar
a vida de prateleira desse produto.
4.2.1 Avaliação da atividade antimicrobiana in vitro
dos extratos
Os resultados obtidos com os diferentes métodos, in vitro,
de avaliação do potencial antimicrobiano do extrato de alecrim
SC, podem ser observados na Tabela 33. Na Figura 31 são apre-
sentadas as fotografias das placas de Petri nas quais foram rea-
lizados os testes, onde foram tomadas as medidas dos halos de
inibição.
Tabela 33 – Halo de inibição do extrato de alecrim (Rosmarinus offici-
nalis), nas concentrações de 100% e 50% (v/v), frente às bactérias gram-
positivas testadas.
Microrganismo indicador Método Espessura do halo de inibição (mm)1
100% 50%
Listeria monocytogenes Discos 2,75 ± 0,28 1,62 ± 0,25
Gota 1,75 ± 0,28 1,37 ± 0,25
Poços 4,12 ± 0,25 1,45 ± 0,52
Staphylococcus aureus Discos 3,15 ± 0,94 1,87 ± 0,15
Gota 1,25 ± 0,30 1,42 ± 0,30
Poços 4,17 ± 0,47 2,12 ± 0,22
Lactobacillus plantarum Discos 2,10 ± 0,49 1,85 ± 0,33
Gota 2,62 ± 0,47 2,12 ± 0,47
Poços 4,25 ± 0,28 2,37 ± 0,47
1 média de quatro replicatas.
De modo geral, verificou-se inibição sobre bactérias gram-
positivas, ao passo que não houve inibição das cepas de bactérias
gram-negativas testadas. Estes resultados estão de acordo com
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dados apresentados na literatura, em que a inibição de bacté-
rias gram-negativas não é verificada ou é menor do que aquela
observada para as bactérias gram-positivas (IBÁÑEZ et al., 1999;
IBÁÑEZ et al., 2003; GENENA et al., 2008). Já em um estudo condu-
zido por Gachkar et al. (2007), verificou-se atividade antimicrobi-
ana do óleo essencial de alecrim contra E.coli, além de S.aureus
e L.monocytogenes. A maior inibição se deu sobre o Staphylo-
Figura 31 – Ensaios de avaliação antimicrobiana do extrato de alecrim
coccus aureus e a Listeria monocytogenes, ambos, bactérias pa-
togênicas reconhecidamente importantes em produtos de origem
animal (KLESPER; CORWIN, 1962). Também foi observada ini-
bição sobre o Lactobacillus plantarum, sugerindo uma possível
atividade antibacteriana contra espécies de Lactobacillus envol-
vidas na deterioração de produtos tais como embutidos cárneos.
Segundo Leal et al. (2003), as bactérias ácido lácticas constituem
uma parte da microbiota inicial das carnes, a qual se desenvolve
facilmente após o seu processamento, estocadas em baixas tempe-
raturas, embaladas a vácuo ou em atmosfera modificada. Ainda
segundo a autora, as linhagens de bactérias ácido lácticas geral-
mente consideradas como naturais em carnes e produtos cárneos
são: Carnobacteriumpiscicola, C. divergens, L. sakei, L. virides-
160 Capítulo 4. Resultados e discussão
cens, L. curvatus, L. plantarum, Leuconostoc mesenteroides, L.
Gelidum.
Dentre os métodos utilizados, o método de difusão em dis-
cos mostrou-se mais apropriado quando da utilização do extrato
de alecrim do que o método de difusão em gotas, por evitar o
espalhamento do óleo sobre o ágar e a consequente irregulari-
dade do halo formado. O método de difusão em poços também
se mostrou apropriado, com a vantagem de permitir a aplicação
de um maior volume de extrato. Dessa forma, o extrato SC de
alecrim (Rosmarinus officinalis) obtido a 120 bar e 35°C apresen-
tou atividade antimicrobiana contra as bactérias gram-positivas
testadas, especialmente S.aureus e L.monocytogenes. Os resul-
tados obtidos indicam a possível aplicação deste extrato como
conservante natural em alimentos em que estes microrganismos
são importantes e nos quais o aroma e sabor conferidos pelo ex-
trato podem ser desejáveis, tais como embutidos cárneos.
4.2.2 Avaliação da atividade antimicrobiana dos ex-
tratos em presunto cozido embalado a vácuo,
comercial
O produto após ser recolhido na unidade produtora e tra-
zido ao laboratório foi submetido ao processo de abertura de
sua embalagem original. Esse processo foi realizado em câmara
asséptica de fluxo laminar, no laboratório de microbiologia LAB-
CAL/CAL/UFSC. Após a retirado do produto de sua embalagem
original o mesmo foi imediatamente re-embalado com o filme po-
limérico impregnado com extrato (Alecrim SC) e óleo essencial
hidrodestilado (Alecrim HD), em seguida submetido à vácuo e
armazenado a 7°C e a 12°C durante 30 dias. A amostra controle
sofreu o mesmo processo de re-embalo, porém sem tratamento
(controle). Amostras foram analisadas nos períodos de tempo
zero (logo após o procedimento de re-embalo), no 5°, 10°, 15°,
20° e 30° dia de armazenamento. As análises microbiológicas
para determinação de bactérias lácticas e psicrófilos foram efe-
tuadas nestes períodos. Todas as análises foram realizadas em
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triplicata. A vida de prateleira dos produtos cárneos é definida
como o tempo de estocagem até a sua deterioração. O ponto
de deterioração pode ser definido como um certo nível aceitável
de grupos de microorganismos e/ou indicadores químicos, e/ou
odor/sabor ou aparência inaceitável (BORCH; KANT-MUERMANS;
BLIXT, 1996). Dessa forma a estimativa da vida de prateleira
das amostras (presunto cozido embalado à vácuo), do presente
estudo, foi realizada baseada no seguinte critério:
• ao nível de 7-log10 UFC/g de Bactérias láticas;
• ao nível de 7-log10 UFC/g de Psicrófilos;
Figura 32 – Contagem de bactérias láticas totais na amostra de presunto
submetida a armazenagem de 12 ºC, tratada com Alecrim SC e na amostra
Controle.
Para uma temperatura de armazenamento de 12 ºC, simulada
como temperatura de abuso na estocagem de alimentos cárneos
processados, como o presunto (temperatura ideal de armazena-
mento 4 °C), na Figura 32, pode-se observar que a população de
bactérias láticas atingiram o valor de 7 log UFC/g que é conside-
rado como o limite microbiologicamente aceitável, definido pela
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Figura 33 – Contagem de psicrófilos totais na amostra de presunto submetida
a armazenagem de 12 ºC, tratada com Alecrim SC e na amostra Controle.
ICMSF, International Commission on Microbiological Specifica-
tions for Foods (Roberts{roJoint Chairman} et al., 2005) aproxima-
damente após o 15º dia para a amostra controle, e após o 20º
dia para a amostra tratada com o alecrim supercrítico (Alecrim
SC). Este período é considerado a vida de prateleira microbioló-
gica do produto, baseado em dados microbiológicos de bactérias
láticas. A extensão na vida de prateleira (5-6 dias quando com-
parada com o controle) é devida à interação dos compostos do
extrato (canfora, borneol, cineol, linalol e verbenona) com as
bactérias, reduzindo sua taxa de crescimento. A diferença inicial
na contagem de microorganismos deve-se ao método de preparo
das amostras na ocasião. Na Figura 33, para os psicrófilos pode-
se observar o mesmo comportamento ocorrido para as bactérias
láticas, sendo a contagem total de microorganismos inferior na
amostra tratada com Alecrim SC, demonstrando o efeito do ex-
trato como conservador em termos microbiológicos, mesmo em
temperatura considerada de abuso, na estocagem do produto.
Pode-se observar na Figura 35, que para uma temperatura de ar-
mazenamento a 7 °C, mais próxima da ideal (4 °C), as amostras
com tratamento se comportaram de maneira similar aos ensaios a
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12 °C, sendo a diferença entre a vida de prateleira entre as amos-
tras com e sem tratamento, de 5-7 dias. O mesmo ocorreu para
avaliação microbiológica de bactérias láticas, Figura 34. Não se
observou diferença entre os tratamentos com Alecrim SC e HD,
nos estudos realizados, em termos de atividade antimicrobiana.
Pode-se também afirmar que nos dois extratos os monoterpe-
nos e os monoterpenos oxigenados estão presentes, Tabela 32.
Figura 34 – Contagem de bactérias láticas totais na amostra de presunto
submetida a armazenagem de 7ºC, tratada com Alecrim SC e na amostra
Controle.
Segundo os resultados apresentados, foi demonstrado que é pos-
sível a utilização do extrato de alecrim, tanto aquele extraído
com CO2 supercrítico quanto por hidrodestilação, afim de para
aumentar a vida de prateleira de produtos cárneos processados,
como no caso do presunto cozido embalado a vácuo. Os dados da
contagem de microrganismos em Unidades Formadoras de Colô-
nias por grama (UFC/g) para as amostras estão apresentados na
Tabela 34 e na Tabela 35.
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Figura 35 – Contagem de psicrófilos totais na amostra de presunto submetida
a armazenagem de 7ºC, tratada com Alecrim SC e na amostra Controle.
Figura 36 – Contagem de psicrófilos totais na amostra de presunto submetida
a armazenagem de 7ºC, tratada com Alecrim SC e na amostra.
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Tabela 34 – Contagem de microrganismos em presunto armazenado a 12°C
Tempo (dias) Tratamento PSI 7°C PSI 22°C B. LATICASLog (UFC/g)
0 Alecrim SC 2,00 ± 0,07 2,48 ± 0,21 2,08 ± 0,26
5 Alecrim SC 3,48 ± 0,03 3,66 ± 0,21 3,46 ± 0,26
10 Alecrim SC 4,96 ± 0,04 4,85 ± 0,10 4,83 ± 0,05
15 Alecrim SC 6,32 ± 0,77 6,46 ± 0,41 6,20 ± 0,16
20 Alecrim SC 6,85 ± 0,37 6,92 ± 0,28 6,74 ± 0,44
30 Alecrim SC 7,00 ± 0,23 7,60 ± 0,36 7,73 ± 0,30
0 controle 2,00 ± 0,03 2,00 ± 0,01 1,00 ± 0,01
5 controle 4,10 ± 0,01 3,85 ± 0,06 3,41 ± 0,64
10 controle 6,20 ± 0,08 5,71 ± 0,03 5,82 ± 0,04
15 controle 7,04 ± 0,20 6,73 ± 0,04 7,15 ± 0,27
20 controle 7,08 ± 0,30 7,00 ± 0,23 7,43 ± 0,17
30 controle 7,30 ± 0,04 7,91 ± 0,09 7,86 ± 0,18
Tabela 35 – Contagem de microrganismos em pre-
sunto armazenado a 7°C.
Tempo Bactérias láticas (7°C)
(dias) Alecrim SC Alecrim HD Controle
0 1,85 ± 0,78 1,60 ± 0,30 2,03 ± 0,02
10 2,22 ± 0,81 1,86 ± 0,49 3,11 ± 1,32
20 4,91 ± 0,67 5,90 ± 0,11 7,53 ± 0,65
30 6,71 ± 0,88 6,79 ± 0,18 8,38 ± 0,06
35 7,12 ± 0,54 7,45 ± 0,41 n.a.1
40 7,85 ± 0,23 8,10 ± 0,17 n.a.
Tempo Psicrófilos (7°C)
(dias) Alecrim SC Alecrim HD Controle
0 2,26 ± 0,45 2,00 ± 0,01 2,00 ± 0,01
10 2,60 ± 0,52 2,00 ± 0,02 3,58 ± 0,96
20 5,07 ± 0,65 6,25 ± 0,13 7,46 ± 0,54
30 6,79 ± 0,75 6,69 ± 0,11 8,57 ± 0,19
35 7,22 ± 0,32 7,32 ± 0,17 n.a.
40 7,89 ± 0,28 8,10 ± 0,11 n.a.
1 não analisado.
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4.2.3 Considerações sobre a SEGUNDA etapa
Verificou-se a atividade antimicrobiana dos extratos super-
crítico de alecrim contra bactérias consideradas deteriorantes em
alimentos como a Listeria monocytogenes e o Lactobacillus plan-
tarum e sobre uma cepa patogênica, o Staphylococcus aureus,
todas gram-positivas. Para as bactérias gram-negativas testadas
Salmonella tythimurim e Escherichia coli não foi observada ação
significante.
Tanto o extrato supercrítico como o óleo essencial hidro-
destilado do alecrim apresentaram ação antimicrobiana sobre as
bactérias lácticas e psicrófilas presentes no alimento, presunto co-
zido embalado à vácuo. Os testes realizados com os extratos em
contato direto na superfície do alimento, estocado sobre condi-
ções abuso de temperatura, auxiliaram na sua preservação, com
uma atividade antimicrobiana sobre esses grupos de microrga-
nismos. De modo que foi possível prolongar a vida de prateleira
desse produto cárneo em média 33 %.
Com base nesses resultados pode-se sugerir a aplicação dos
extratos de alecrim como preservativo de alimentos cárneos em-
balados à vácuo, onde o sabor do mesmo possa ser desejado por
consumidores, aumentando a estabilidade do produto, mesmo sob
condições de abuso térmico na estocagem.
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4.3 TERCEIRA etapa
Nessa etapa foi analisada a fase vapor (headspace) de amos-
tras de alecrim (folhas secas inteiras, secas e moídas, secas e moí-
das pós-extração SC, do extrato SC e do extrato HD). Entende-se
que os compostos presentes na fase vapor da amostra são aqueles
responsáveis pelo aroma característico da amostra, os quais são
percebidos pelo olfato humano. Dessa forma, esses compostos são
denominados, no presente trabalho, responsáveis pelo seu respec-
tivo aroma. Sendo assim, os compostos presentes no aroma ca-
racterístico do alecrim foram determinados pela técnica de coleta
de headspace e injeção em cromatografia de fase gasosa, GC-FID.
4.3.1 Determinação dos compostos presentes no aroma
do Alecrim (Rosmarinus officinalis)
A análise de headspace foi utilizada com o intuito de deter-
minar quais compostos voláteis estão presentes na fase vapor das
referidas amostras. As amostras de folhas secas, secas e moídas,
e dos extratos (SC e HD) foram submetidas a análise de croma-
tografia gasosa com coleta de headspace em modo estático, em
3 diferentes temperaturas de equilíbrio, 35°C, 45°C e 60°C, para
cada um dos tratamentos, conforme a Tabela 36.
Tabela 36 – Análises cromatográficas de headspace estático (HS-GC-FID)
realizadas.
Tratamentos Sigla Temperatura (°C)
alecrim seco (folhas inteiras) ASF 35, 45 e 60°C
alecrim seco e moído ASM 35, 45 e 60°C
alecrim seco e moído pós extração SC ASM-PE 35, 45 e 60°C
extrato supercrítico de alecrim EXT-SC 35, 45 e 60°C
óleo essencial de hidrodestilação do alecrim OE-HD 35, 45 e 60°C
Pela Tabela 37, pode-se observar os compostos com maior
expressão na fração volátil da amostra. O estudo foi baseado nos
compostos observados no equilíbrio a 60 °C, onde é possível os
observar em concentrações mais altas, para uma fácil identifica-
ção, pois se sobressaem perante os outros picos encontrados em
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pequenas quantidades. Segundo (DELWICHE, 2004), as regras da
físico-química indicam que há um aumento nos compostos volá-
teis sendo liberados de uma amostra quando essa é aquecida, e
como resultado o odor (aroma) se torna mais intenso.
Na Figura 37 pode-se observar um comparativo entre os
cromatogramas GC-FID de headspace (60 °C) dos tratamentos.
Nota-se que o cromatograma para a amostra ASM-PE na escala
da figura, não mostra os seus picos, porém os mesmos estão pre-
sentes em quantidades muito inferiores em relação aos outros tra-
tamentos (área absoluta < 1.000), e são considerados traços, con-
forme Tabela 37. Isso se deve ao fato de que o processo extrativo
em meio supercrítico retirou quase que totalmente os seus com-
postos voláteis, resultando em um material vegetal sem aroma
característico de alecrim (desaromatizado) e consequentemente
sem o óleo essencial.
Embora não seja prudente tomar conclusões a respeito das
concentrações dos compostos a partir dessa tabela pois cada
amostra apresenta uma característica muito distinta uma da ou-
tra, como é o caso da matriz vegetal (sólido) e do seu extrato
(líquido), pode-se obter uma visão geral do que está presente na
fase vapor.
Pode-se concluir que essa técnica de análise, com coleta
de headspace do material vegetal, demonstra bons indicativos
dos compostos majoritários presentes na amostra, sem a neces-
sidade de um procedimento extrativo para sua avaliação preli-
minar. Cabe ainda desenvolver técnicas quantitativas precisas
para correlacionar aquilo que se obtêm via coleta de headspace
da planta com aquilo que pode ser obtido com processo extra-
tivo. Assim pode-se dizer que essa técnica ainda recente, em seu
uso, pode servir como base para uma rápida caracterização dos
compostos voláteis de uma matriz vegetal, sem a necessidade de
um tratamento extrativo.
Pela técnica de coleta do headspace observa-se que existem
compostos não identificados, que apresentam tempos de reten-
ção entre 1,75 e 3,0 min, Figura 38. Nessa faixa de tempo ocorre
normalmente o aparecimento do pico do solvente (etanol ou me-
tanol). Esses compostos não identificados não são observados em
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uma cromatografia gasosa de coleta de via líquida (análise nor-
mal com diluição da amostra em um solvente), pois o pico do sol-
vente (etanol) se sobrepõe ao pico desses compostos. Desse modo
não pôde-se quantificar ou determinar quais são esses compostos.
Uma outra hipótese é a de algum resíduo de solvente remanes-
cente no liner de injeção ou ainda um composto não identificado
de alta pressão de vapor. Uma análise de headspace com espectro
de massa acoplado seria necessário para sua identificação.
Figura 37 – Cromatogramas de headspace (60°C) dos tratamentos, ASF,
ASM, ASM-PE, EXT-SC e OE-HD.
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Ainda, pode-se observar que nas amostras do material ve-
getal, se sobre saem os compostos como, α-pineno, canfeno, β-
pineno, β-myrceno, limoneno, eucaliptol e cânfora. Essa primeira
parte da avaliação dos compostos presentes na fase vapor das
amostras serviram como base exploratória para quantificação dos
compostos presentes na matriz vegetal. Para a quantificação des-
ses compostos uma outra metodologia foi utilizada e seus resul-
tados estão apresentados na seção seguinte.
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Figura 38 – Comparativo entre cromatogramas GC-FID de headspace (60°C)
das amostras AF (−) e EXT-SC (−−) com o de via liquida do EXT-SC
() representando o pico do solvente (etanol e uma impureza), tempos de
retenção entre 0,50 e 5,00 min.
4.3.1.1 Análise quantitativa por MHE
Foram realizadas análises quantitativas no headspace das
amostras de alecrim fresco (sem tratamento) e no alecrim seco
pela utilização da metodologia de múltiplas extrações (MHE). A
curva de calibração foi feita segunda a metodologia descrita por
Kolb e Ettre (1997), onde os compostos α-pineno, eucaliptol (1,8
cineol), canfora, borneol e acetato de bornila foram analisados
em um total de seis coletas. As curvas obtidas para o log(Area)
vs n° de coletas de cada um dos compostos estão apresentados
na Figura 39.
Para o pico do α-pineno um demonstrativo do decréscimo
da área está demonstrado na Figura 40, para as seis coletas re-
alizadas, o mesmo comportamento foi observado para os outros
compostos (eucaliptol,cânfora, borneol e acetato de bornila).
Com os dados obtidos nas curvas de calibração os compos-
tos foram quantificados para cada uma das amostras. Pôde-se
observar que na amostra sem tratamento os compostos majoritá-
rios estão presentes em quantidades superiores à amostra já seca.
O fato se deve ao processo de secagem permitir que boa parte dos
compostos majoritários presentes na fase vapor da amostra sejam
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Figura 39 – Gráfico da dispersão do log(Area) vs n° de coletas.
(a) α-pineno (b) eucaliptol
(c) canfora (d) borneol
(e) acetato de bornila
retirados durante esse tratamento. Ocasionando uma redução de
seu conteúdo na fase vapor, Tabela 39, outro fator que pode in-
fluenciar na redução do conteúdo da matriz vegetal é o tempo
de estocagem após o tratamento, esse último não foi avaliado.
Pode-se observar que dos compostos quantificados, o α-pineno,
apresentou uma maior quantidade na fase vapor de ambas amos-
tras. O borneol e o acetato de bornila apresentaram as menores
quantidades. Outro composto que foi identificado e apresentou
uma fração considerável no cromatograma foi o β-myrceno, Ta-
bela 42 porém o mesmo não foi quantificado.
De uma forma geral os compostos que representam o aroma
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Figura 40 – Seis cromatogramas agrupados, análise MHE dos padrões, pico
do α-pineno, tempo de retenção 7,739 min.
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Figura 41 – Cromatogramas GC-FID de headspace (80°C) das amostras de
folhas frescas (FF) e folhas secas (FS).
min
Intensity
 10  20  30 
0
100000
200000
300000
400000
500000
600000
700000
800000
Folhas Frescas (FF)
Folhas Secas (FS)
Tabela 39 – Quantidade mássica de composto presente na fase vapor das
amostras.
Massa de composto (μg)
Composto Rt Folhas frescas Folhas secas
α-pineno 7.739 180,55 8,13
eucaliptol 10.585 77,80 3,08
canfora 14.110 25,89 3,54
borneol 14.792 0,55 0,20
acetato de bornila 18.359 tr. 0,12
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Figura 42 – Cromatogramas GC-FID de headspace (80°C) da amostra de
folhas frescas (FF).
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das folhas de alecrim são o α-pineno, canfeno, β-pineno, β-myrceno,
limoneno, eucaliptol, cânfora. Sendo os compostos com maior
expressão no cromatograma da fase vapor da amostra das folhas
frescas, o β-myrceno e α-pineno, seguidos do eucaliptol e da cân-
fora. Isso pode ser considerado um "fingerprint"do aroma dessa
matriz vegetal, cultivada no sudeste do Brasil.
4.3.2 Considerações sobre a TERCEIRA etapa
Nessa etapa foi possível avaliar a influência da extração su-
percrítica na desaromatização da amostra de folhas de alecrim
(retirada de compostos voláteis). Técnicas de análise de heads-
pace apresentaram resultados interessantes quanto à composição
química presente na fase vapor das amostras em diferentes es-
tados (líquido e sólido). Pôde-se observar indicativos de quais
compostos são relevantes no aroma das amostras e as possíveis
reduções de suas quantidades devido a um tratamento (como no
caso da secagem).
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Ainda, essa técnica pode ser expandida à um controle de
qualidade no cultivo de matriz vegetais, visando otimizar a co-
lheita delas em época ou período onde os compostos apresentem
um maior concentração. E isso pode ser feito de forma rápida e
dinâmica, com quantidades pequenas de amostra ainda em na-
tura, sem o inconveniente de procedimentos de secagem e extra-
ção. Dessa forma em um processo de obtenção desses compostos,
considerados bioativos (agentes antimicrobianos) essa técnica se-
ria útil no monitoramento da qualidade do vegetal.
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4.4 QUARTA etapa
Após os procedimentos de verificação da atividade antimi-
crobiana do óleo essencial e do extrato supercrítico do alecrim,
técnicas de fracionamento do extrato foram avaliadas, visando
uma pré-separação dos grupos de compostos, monoterpenos, mo-
noterpenos oxigenados e sesquiterpenos.
Em alguns casos, a solubilização do soluto presente den-
tro da matriz vegetal ocorre somente em determinadas condi-
ções de alta pressão. Visando aumentar a eficiência do processo
de extração de compostos bioativos, como o óleo essencial e os
compostos fenólicos, diferentes pressões foram utilizadas em uma
mesma matriz vegetal durante a extração para obter o fraciona-
mento dos compostos. Para tanto, as condições de pressão fo-
ram variadas a uma temperatura constante de 35 °C durante a
extração, além da adição de co-solvente, como modificador da
polaridade do solvente. Isso foi efetuado em intervalos determi-
nados de tempo. Em cada condição de pressão foram coletadas
amostras para análise cromatográfica. Esse procedimento foi in-
titulado como fracionamento em degrau de pressão. Ibáñez et al.
(1999), utilizaram CO2 puro para extrair compostos lipofílicos
das folhas de alecrim e CO2 + modificador orgânico polar para
extrair preferencialmente compostos fenólicos em uma extração
com duas etapas.
Outro procedimento de fracionamento utilizando 3 separa-
dores ciclônicos foi avaliado. As técnicas de fracionamento fo-
ram utilizadas com sucesso por alguns autores (SIMÁNDI, 1998;
IBÁÑEZ et al., 1999; REVERCHON; MARCO, 2006). Nesse procedi-
mento três estágios de separação foram utilizados para precipitar
o soluto da solução supercrítica. Além disso, é possível precipitar
parte do soluto variando somente a temperatura ao invés da pres-
são (estágio de descompressão) (REVERCHON, 1997). Segundo
Reverchon (1997) apenas alguns autores forneceram informações
sobre os problemas associados com o processo de separação em
meio supercrítico, onde até mesmo o arranjo dos estágios de se-
paração pode ser a chave para o sucesso na implementação de
um processo de fracionamento.
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4.4.1 Fracionamento em degrau do extrato de ale-
crim (Rosmarinus officinalis)
Para a extração fracionada em degrau, os resultados obti-
dos são demonstrados a seguir. As análises cromatográficas das
frações coletadas estão agrupadas na Figura 44 conforme Figura
43 para os degraus de pressão a 35 °C. Observa-se na Tabela 40 a
diferença entre os compostos de cada uma das frações coletadas.
Na fração 1 (80 bar) estão presentes os compostos mais voláteis
(pinenos, eucaliptol, canfora, α terpineol, verbenona), na fração 2
(140 bar) pode-se observar a predominância de alguns compostos
como (γ-terpineol, α-terpineol, verbenona e óxido de cariofileno).
Nas frações 3 (180 bar) e 4 (250 bar) poucos compostos pude-
ram ser identificados, segundo a biblioteca de massa disponível
no equipamento de análise de GC/MS (NIST05s). Nas frações
5 e 6 (150 bar + co-solvente) é quase inexistente a presença de
compostos voláteis, sendo predominante os compostos pesados,
incluindo ceras e parafinas. Nessa etapa do trabalho não foram
feitas análises de HPLC para determinar os diterpenos fenólicos
(ácidos orgânicos) das frações.
Cabe notar que os compostos como α-pineno, canfeno, β-
pineno e β-myrceno foram aparentemente "esgotados"na primeira
etapa da extração (80 bar, 40 min). Os compostos como para-
cymeno, limoneno, eucaliptol e γ-terpineno apresentaram traços
nas frações 2 e 3, e voltaram a ser detectados na fração 4 (250
bar). Uma hipótese para a ocorrência desse fenômeno seria a
formação de caminhos preferências dentro do leito de extração,
onde esses podem ser alterados quando ocorre uma variação da
pressão de extração, ou seja um distúrbio que influencia no fluxo
de solvente, ou ainda, uma mudança na estrutura física da planta
(STAMENIC et al., 2010), além disso o transporte de solutos líqui-
dos (óleo essencial) pode ser melhorado pela alteração de pressão
(DAUKVSAS et al., 2002). Alguns monoterpenos oxigenados fo-
ram concentrados na fração 2 (140 bar), como o γ-terpineol e o
α-terpineol. O óxido de cariofileno apresentou sua maior concen-
tração também na fração 2. Outros compostos não identificados,
de provável tamanho de cadeia > C15, foram concentrados nas
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frações 3 e 4, supõe que esses sejam compostos parafínicos, co-
mumente encontrados nessa planta.
Figura 43 – Variação da densidade do CO2 ao longo da extração fracionada
em degrau a 35 °C - SFE-II.
Com essas análises é possível demonstrar o efeito da ex-
tração fracionada na mesma matriz vegetal, onde em cada fase
(degrau de pressão) são retirados determinados grupos de com-
postos. Desta maneira pode-se dizer que ocorre uma lavagem
dos compostos solúveis, ou mais solúveis naquela determinada
condição. Assim, é possível concluir que essa técnica pode ser
utilizada para uma pré-separação de um determinado grupo de
compostos de interesse. No presente trabalho foi possível obter
uma fração rica em monoterpenos (fração 1 a 80 bar) e outra
rica em monoterpenos oxigenados (fração 2 a 140 bar). Sendo a
fração 3 (180 bar) com predomínio de compostos de maior massa
molecular, como ceras e compostos parafínicos.
4.4.2 Fracionamento do extrato de alecrim (Rosma-
rinus officinalis) com separadores ciclônicos.
Foi avaliada a seletividade do processo de fracionamento
do extrato de alecrim, separadores ciclônicos foram utilizados
nos estágios de precipitação do soluto. As etapas de separação
utilizando diferentes condições operatórias foram investigadas e
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Figura 44 – Cromatogramas (GC-FID) das frações provenientes da extração
fracionada em degrau a 35 °C - SFE II.
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os compostos majoritários foram quantificados. Simándi (1998)
investigou o fracionamento de óleo resina de orégano para obter
extratos com diferentes qualidades. A extração foi realizada a 40
°C e 300 bar e a separação foi avaliada utilizando-se dois separa-
dores (Sep. 1 - 80 bar/36-38 °C ou 90 bar/37-38 °C; Sep. 2 - 20
bar/20-25 °C). A aplicação dessa sequencia aumentou o conteúdo
de óleo essencial no extrato. Isso por que normalmente a extração
supercrítica (sob altas pressões, maiores que 150 bar) resulta em
um extrato com outros compostos além daqueles normalmente
presente no óleo essencial (os monoterpenos).
Para fracionar o extrato de alecrim utilizando separado-
res ciclônicos, diferentes condições operacionais foram utiliza-
das. Para essa finalidade a unidade de extração SFE-III (EN-
SIC, França) foi utilizada. Na Tabela 42 são apresentados os
rendimentos obtidos em cada uma das extrações (Ye) e indivi-
dualmente em cada um dos separadores (Ys). A temperatura
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em cada um dos vasos de pressão foi controlada com banho ter-
mostático e a pressão do extrator com o uso de uma bomba de
CO2 (pelo set-point). A pressão em cada um dos separadores
foi controlada com auxílio de uma válvula reguladora manual
(Top-Industrie - França) posicionadas nas suas respectivas en-
tradas. Após cada extração um procedimento de recuperação e
limpeza era realizado e por esse processo pôde-se observar que
resíduos do extrato permaneciam dentro dos vasos de separação.
Isso ocorreu porque o resíduo do extrato precipitado dentro do
separador permanecia nas paredes (líquido viscoso), tornando di-
fícil sua retirada sem a abertura do dispositivo ou sem o auxílio
de uma solubilização com outro solvente líquido. Isso já havia
sido observado em outras unidades de ESC, como a SFE-I. As
quantidades que permanecia dentro dos separadores foram deter-
minadas após cada extração, com o procedimento de recuperação
e subsequente evaporação do solvente.
Tabela 42 – Condições operacionais (P - pressão [bar] e T - temperatura [°C])
do fracionamento com separadores ciclônicos
Extrator Separador 1 Separador 2 Separador 3
n° P T Ye
(%)
P T Ys1
(%)
P T Ys2
(%)
P T Ys3
(%)
20 80 35 1,89 % 80 5 0,14 % 50 3 1,12 % 20 3 0,64 %
21 80 35 1,59 % 80 -4 0,17 % 50 5 1,24 % 20 5 0,17 %
22 80 35 1,34 % 80 5 0,30 % 50 35 0,94 % 20 35 0,10 %
23 80 35 2,02 % 80 -4 0,11 % 50 35 1,89 % 20 35 0,02 %
24 150 35 1,31 % 150 5 0,62 % 50 3 0,38 % 20 3 0,31 %
25 150 35 2,32 % 150 -4 0,89 % 50 5 0,92 % 20 5 0,51 %
26 150 35 1,93 % 150 5 0,18 % 50 35 1,73 % 20 35 0,02 %
27 150 35 1,91 % 150 -4 0,16 % 50 35 1,74 % 20 35 0,01 %
Por essas observações durante os procedimentos de extra-
ção pode-se dizer que os rendimentos de processos de extração
supercrítica que utilizam vasos de separação na etapa de descom-
pressão podem apresentar pequenas variações do denominado
rendimento "real", ao menos, que se garanta toda a retirada e
quantificação desse resíduo para a determinação do rendimento
total da extração. Pouco se comenta sobre as dificuldades encon-
tradas no operacional de uma extração supercrítica, o que varia
de uma unidade para outra. Em especial cuidados devem ser to-
mados quando se utilizam vasos de separação para precipitação
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do soluto. Para contornar esse problema na planta SFE-III, após
cada extração, CO2 (150 bar) + co-solvente etanol (P.A) à um
vazão de 5 mL.min−1 foi utilizado para a recuperação do extrato
nos separadores. O mesmo era coletado juntamente com etanol
durante aproximadamente 10 min, ou até que o solvente na saída
tornou-se translucido, ou sem coloração aparente.
Os extratos foram precipitados em três separadores em sé-
rie, o óleo essencial e as ceras (compostos parafínicos) foram co-
letados. O extrato obtido no primeiro separador era de coloração
amarelo claro, no segundo, amarelo escuro pouco viscoso e no ter-
ceiro o extrato era líquido viscoso com coloração amarelo amar-
ronzado escuro, Figura 45. Em contraste, o extrato obtido com
um separador na unidade de ESC, SFE-I (LCP-UFSC, Brasil),
era viscoso com coloração verde escura.
Observa-se que nas frações coletadas com o procedimento
de recuperação utilizando etanol, quantidades significativas de
ceras cuticulares eram precipitadas nos frascos coletores (preci-
pitado branco visível nos tubos de ensaio com etanol), Figura 45.
Esse precipitado foi separado e diluído em clorofórmio e anali-
sado em GC-FID, onde foi possivel verificar grandes quantidade
do composto de cadeia entre C24 a C36, característico de ceras
e parafinas, representados pelo composto n-octacosane (STASSI;
SCHIRALDI, 1994). Isso devido ao fato de que boa parte dos ce-
ras cuticulares ficavam retidas no interior do separador e eram
removidas somente com o procedimento de limpeza.
A composição de cada fração de cada uma das extrações
(n° 20 a 27) foram analisadas e quantificadas por GC-FID, con-
forme apresentado nas Tabelas 43 a 50. Foram quantificados os
compostos considerados majoritários, com maior expressão na
amostra, identificados anteriormente (seção 4.1.4) e de acordo
com a literatura. A quantificação foi realizada nos extratos ob-
tidos (ext) em cada um dos separadores e no sobrenadante do
processo de recuperação (recuperado etanólico, rec).
Observa-se que para as condições testadas de pressão e
temperatura nos separadores, não foi possível obter um fracio-
namento ideal, onde buscava-se separar os grupos de compostos
com uma maior diferença, ou totalidade, entre suas concentrações
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Figura 45 – Fotografia de amostras obtidas no experimento de ESCF n°25,
da esquerda para a direita (separadores 1, 2 e 3), da esquerda para direita,
os primeiros três tubos de ensaio são do extrato puro e os outros três são do
procedimento de recuperação com etanol.
Tabela 43 – Composição química do extrato de alecrim (ext) e do recuperado
etanólico (rec) obtidos nos separadores na ESCF n° 20.
ESCF n° 20 [mgcomposto/gextrato]
Separador 1 Separador 2 Separador 3
Composto ext rec ext rec ext rec
α-pineno 99,38 0,43 47,74 3,81 12,30 7,11
limonene 13,73 tr.1 14,71 2,70 7,14 3,05
eucaliptol (1,8 cineol) 93,27 3,16 93,13 31,66 47,22 25,51
canfora 221,96 28,29 204,76 122,67 137,79 53,10
borneol 4,83 1,28 6,49 5,09 7,93 3,60
acetato de bornila 8,43 2,06 7,04 4,32 4,93 1,54
trans-caryofileno 37,30 11,90 33,90 24,30 26,73 8,91
1 - traço do composto, < 0,009 mg.
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Tabela 44 – Composição química do extrato de alecrim (ext) e do recuperado
etanólico (rec) obtidos nos separadores na ESCF n° 21.
ESCF n° 21 [mgcomposto/gextrato]
Separador 1 Separador 2 Separador 3
Composto ext rec ext rec ext rec
α-pineno 72,01 35,64 35,94 46,73 16,27 8,75
limonene 25,14 15,71 14,14 4,17 8,91 5,74
eucaliptol (1,8 cineol) 103,62 91,65 90,27 146,42 54,91 46,73
canfora 232,20 236,06 226,89 297,82 147,17 136,56
borneol 5,98 7,54 5,88 0,45 8,37 8,62
acetato de bornila 7,75 8,17 8,50 69,99 6,03 4,71
trans-caryofileno 33,95 37,39 41,55 44,78 33,81 24,67
Tabela 45 – Composição química do extrato de alecrim (ext) e do recupe-
rado etanólico (rec) obtidos nos separadores na ESCF n° 22.
ESCF n° 22 [mgcomposto/gextrato]
Separador 1 Separador 2 Separador 3
Composto ext rec ext rec ext rec
α-pineno 60,50 tr.1 8,20 0,16 n.c 2 1,11
limonene 14,02 tr.1 5,40 1,31 1,15
eucaliptol (1,8 cineol) 72,09 tr.1 48,34 1,91 11,73
canfora 167,57 24,37 170,59 8,51 62,16
borneol 2,99 tr.1 8,53 2,71 7,57
acetato de bornila 6,72 tr.1 5,85 0,41 2,82
trans-caryofileno 25,92 tr.1 32,92 3,99 20,62
1 - traço do composto, < 0,009 mg.
2 n.c - não coletado, amostra insuficiente para análise.
Tabela 46 – Composição química do extrato de alecrim (ext) e do recupe-
rado etanólico (rec) obtidos nos separadores na ESCF n° 23.
ESCF n° 23 [mgcomposto/gextrato]
Separador 1 Separador 2 Separador 3
Composto ext rec ext rec ext rec
α-pineno 82,96 127,87 35,24 1,00 n.c 1 6,68
limonene 19,27 9,86 11,59 0,56 1,77
eucaliptol (1,8 cineol) 124,78 225,69 93,19 1,67 9,81
canfora 306,03 469,55 229,63 3,87 29,63
borneol 5,09 4,70 6,38 0,38 tr.2
acetato de bornila 12,55 17,87 9,31 0,17 tr.
trans-caryofileno 45,06 61,99 45,49 1,27 8,53
1 n.c - não coletado, amostra insuficiente para análise.
2 - traço do composto, < 0,009 mg.
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Tabela 47 – Composição química do extrato de alecrim (ext) e do recuperado
etanólico (rec) obtidos nos separadores na ESCF n° 24.
ESCF n° 24 [mgcomposto/gextrato]
Separador 1 Separador 2 Separador 3
Composto ext rec ext rec ext rec
α-pineno 82,37 125,14 25,51 28,92 6,80 4,61
limonene 12,34 1,44 10,15 8,49 4,19 2,84
eucaliptol (1,8 cineol) 105,63 150,70 66,10 62,19 33,23 22,53
canfora 231,46 257,50 152,31 133,09 97,84 66,35
borneol 4,73 0,48 6,61 6,02 9,19 6,23
acetato de bornila 8,44 9,63 4,40 3,62 2,95 2,00
trans-caryofileno 39,49 41,41 24,45 20,50 18,14 12,30
Tabela 48 – Composição química do extrato de alecrim (ext) e do recuperado
etanólico (rec) obtidos nos separadores na ESCF n° 25.
ESCF n° 25 [mgcomposto/gextrato]
Separador 1 Separador 2 Separador 3
Composto ext rec ext rec ext rec
α-pineno 70,84 51,73 32,63 1,49 tr.1 1,25
limonene 13,41 17,78 9,28 0,80 1,42 0,81
eucaliptol (1,8 cineol) 96,35 86,45 70,41 7,11 15,04 7,86
canfora 213,25 195,16 138,78 18,39 111,69 20,79
borneol 5,42 2,56 8,03 2,86 11,67 1,92
acetato de bornila 7,43 5,44 3,54 0,00 5,17 3,97
trans-caryofileno 35,40 25,57 20,20 2,86 31,29 36,60
1 - traço do composto, < 0,009 mg.
Tabela 49 – Composição química do extrato de alecrim (ext) e do recuperado
etanólico (rec) obtidos nos separadores na ESCF n° 26.
ESCF n° 26 [mgcomposto/gextrato]
Separador 1 Separador 2 Separador 3
Composto ext rec ext rec ext rec
α-pineno 98,43 39,25 35,38 tr.1 n.c2 tr.
limonene 12,76 13,25 12,20 0,57 tr.
eucaliptol (1,8 cineol) 97,39 71,09 81,10 2,39 13,39
canfora 220,01 182,09 195,28 8,10 66,65
borneol 4,25 26,19 6,36 0,68 6,93
acetato de bornila 8,72 tr. 6,78 2,42 12,88
trans-caryofileno 33,84 26,19 34,73 14,17 99,84
1 - traço do composto, < 0,009 mg.
2 n.c - não coletado, amostra insuficiente para análise.
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Tabela 50 – Composição química do extrato de alecrim (ext) e do recupe-
rado etanólico (rec) obtidos nos separadores na ESCF n° 27.
ESCF n° 27 [mgcomposto/gextrato]
Separador 1 Separador 2 Separador 3
Composto ext rec ext rec ext rec
α-pineno 78,62 101,45 26,65 1,17 n.c1 tr.1
limonene 13,18 27,25 11,69 0,41 0,59
eucaliptol (1,8 cineol) 104,35 132,69 71,37 2,27 6,09
canfora 222,46 277,72 183,58 6,90 33,20
borneol 5,74 6,62 8,15 tr. tr.
acetato de bornila 7,93 8,63 5,97 tr. tr.
trans-caryofileno 35,32 37,34 32,63 1,91 7,61
1 n.c - não coletado, amostra insuficiente para análise.
2 - traço do composto, < 0,009 mg.
das frações. Porém no separador 1, para as condições testadas,
uma maior concentração de α-pineno foi obtida em todos os ex-
perimentos, o que demonstra a capacidade de precipitação desse
composto no separador sob temperatura reduzida e alta densi-
dade (CO2 no estado líquido). Devida à baixa temperatura dos
dois primeiros separadores, foi possível observar a precipitação de
ceras, embora elas estivessem presentes nos separadores, as mes-
mas não eram retiradas durante a coleta, devido a sua possível
solidificação nestas condições.
No separador 2, com o aumento da temperatura (35 °C),
nas extrações n° 22, 23, 26 e 27 observa-se a redução da con-
centração de compostos nos recuperados etanólicos. Isso pode
ser explicado pela maior facilidade em retirar os compostos do
separador com maiores temperaturas, onde a redução da visco-
sidade do óleo é favorecida por esse parâmetro. Onde a coleta
do óleo depositado teve sua retirada facilitada, restando dentro
do separador um extrato com baixa concentração de compostos
majoritários, porém o mesmo apresentou quantidade considerá-
veis de compostos parafínicos. Outro fato interessante foi o de
que a 35 °C (separador 2 e 3, extrações 22, 23, 26 e 27) pou-
cos compostos foram precipitados no separador 3, e conclui-se
que à essa temperatura os compostos majoritários foram arras-
tados pela corrente de saída ainda solubilizados na fase vapor
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de CO2. Seria difícil correlacionar a solubilidade dos compostos
puros a esse fato, visto que a solubilidade da mistura pode variar
em ordem de grandeza, quando comparado à cada composto na
sua forma pura. O que torna a previsão desse sistema um tanto
complexa.
Embora os experimentos tenham sidos realizados com uma
rigorosa preparação a fim de reduzir erros experimentais, uma va-
riabilidade intrínseca ao processo demonstram que em alguns ex-
perimentos resultados diferentes podem ser obtidos em condições
experimentais similares. É correto afirmar que mesmo pequenos
ajustes nas válvulas podem produzir alterações nas velocidades
do fluxo de CO2 entre um separador e outro. Desse modo, téc-
nicas de controle e automatização seriam necessários para uma
boa avaliação das condições de fracionamento utilizando múlti-
plos separadores.
4.4.3 Considerações sobre a QUARTA etapa
Com o uso das técnicas de fracionamento foi possível ob-
ter extratos com diferentes composições químicas, na qual essas
variações possam resultar em novas aplicações. Um exemplo de
uso e aplicação desses extratos fracionados é na indústria de per-
fumes, onde as diferenças na concentração dos compostos ma-
joritários pode levar a uma combinação de aromas diferenciada.
Ainda, com uma constante supervisão e utilização da automação,
o processo de fracionamento pode ter sua eficiência aprimorada
(FLECK; TIEGS; BRUNNER, 1998).
Os dados obtidos com o fracionamento em rampa de pres-
são demonstra a possibilidade de se obter frações de monoter-
penos oxigenados, sem a presença dos monoterpenos. O que
demonstra a capacidade de se obter grupos de compostos com
maior expressão em cada uma das frações.
Com o uso dos separadores ciclônicos foi possível demons-
trar a obtenção de outras possíveis composições químicas nos
extratos, como a obtenção de extratos com maior concentração
de eucaliptol e cânfora, dois dos compostos com atividade an-
timicrobiana já comprovada. O extrato com essa característica
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foi predominante nos recuperados etanólicos do separador 3 (20
bar), em quase todas as condições experimentais de extração.
Ainda seria possível combinar os dois métodos de fracio-
namento visando aprimorar ainda mais a obtenção dos grupos
bioativos de preferência, com o uso de uma unidade automati-
zada.
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4.5 QUINTA etapa
Foram avaliados nessa etapa, os procedimentos de extração
do composto fenólico (antioxidante) por extração sólido-líquido
em diferentes temperaturas (30 e 60) °C, em modo normal e com
o auxílio do ultrassom. Foi quantificado o ácido rosmarínico ex-
traído em cada um dos tratamentos. Além disso, avaliou-se a
influência da extração supercrítica realizada na matéria-prima
quanto a quantidade e AR recuperado. Foi avaliado o método
de separação e purificação do AR por HPLC em modo prepara-
tivo, onde 10 mL de extrato bruto foi injetada para separação do
ácido, cerca de 500× a escala analítica, onde foi avaliada a sua
porcentagem de recuperação e seu grau de pureza. Para tanto
foram testados solventes de baixa toxicidade, como etanol e água
ultrapura.
4.5.1 Extração sólido-líquido
Foram testadas diferentes concentrações de etanol em água
nas extrações sólido-líquido, buscando mapear a melhor faixa de
polaridade para obtenção de uma máxima quantidade extraída
do AR. Esse éster do ácido cafeico e do ácido 3,4 - dihidroxifeni-
lático é um composto polar com inúmeras propriedades ativas já
comprovadas (PETERSEN, 2003; LEE; KIM; PARK, 2007; De Oliveira
et al., 2012).
Após a preparação das soluções padrão, curvas de calibra-
ção foram realizadas imediatamente antes de cada análise cro-
matográfica, para assegurar uma quantificação precisa e segura
do AR após sua extração. Razboršek (2011) avaliou a estabili-
dade do trans-ácido rosmarínico sob diferentes condições de stress
(luz solar, altas temperaturas, diferentes solventes e umidade) e
constatou que o trans-AR após 24 h dissolvido (armazenado sob
refrigeração -18 °C ao abrigo da luz) em EtOH ou MeOH puro
sofreu uma redução do seu conteúdo em 17,9 % (RAZBORŠEK,
2011). Essa redução se deve em parte a sua isomerização em
cis-AR, que é a sua forma degradada (PETERSEN, 2003).
De modo a separar e identificar o isômero cis-AR outra me-
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todologia foi testada com sucesso durante todos os experimentos.
Desse modo essa metodologia foi utilizada como método princi-
pal de quantificação das amostras no presente trabalho (Método
3, Equipamento HPLC 2, Tabela 16).
Assim, as afirmações feitas por Razboršek (2011) foram ob-
servadas durante as análises realizadas (HPLC), onde verificou-
se a formação de um pico do cis-AR quando injetada a solução
padrão preparada em MeOH ou EtOH puro decorridos alguns
dias (aproximadamente sete dias) de sua preparação e armaze-
nagem. No entanto não foi observada a formação ou degradação
do trans-AR quando preparado em solução etanol:água (0:100,
30:70, 50:50) por um período superior a 20 dias, dessa forma
foi escolhido a preparação dos padrões em etanol:água (30:70).
Sendo assim, anteriormente a cada análise um nova curva com os
padrões era realizada para aferir a integridade do AR (trans-AR)
o que verificou sua estabilidade na solução de preparação. O AR
conforme descrito no trabalho é citado como o trans-AR, que é a
forma encontrada naturalmente em plantas (CANIOVA; BRANDS-
TETEROVA, 2001). De modo a evitar uma descrição exaustiva de
todos os testes realizados, somente algumas observações impor-
tantes foram elucidadas, como descrito anteriormente no início
dessa seção. A maioria dos ensaios foram realizados de modo
a se obter uma boa separação e resolução do pico de AR. Na
maior parte do tempo, as metodologias das referências (Tabela
15) apresentaram uma baixa resolução de pico ou uma separação
não satisfatória do extrato de alecrim, com os equipamentos utili-
zados. Dessa forma foi necessário um exaustivo desenvolvimento
e ajustes na metodologia a fim de melhorar os parâmetros da
análise HPLC (critérios de validação), utilizada nesse trabalho.
O espectro UV do AR é mostrado na Figura 46, medido na
faixa de 200 a 500 nm. Esse espectro foi obtido durante a separa-
ção do padrão de AR no equipamento HPLC 1, o mesmo está de
acordo com a literatura (WANG, 2004) e foi utilizado como base
para identificação do compostos assim como o seu tempo de re-
tenção, que variou conforme metodologia (gradiente do solvente).
Na Figura 47 é apresentado o cromatograma tipico do extrato de
alecrim obtido nas extrações em batelada. O pico do AR foi lo-
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Figura 46 – Espectro UV do padrão de ácido rosmarínico (Sigma-Aldrich).
calizado no tempo de retenção (Rt = 17,762) e apresentou maior
expressão nos cromatogramas, monitorados pelo comprimento de
onda a 330 nm. A determinação da concentração de AR obtido
Figura 47 – Cromatograma característico obtido no HPLC 2, extração com
30 % etanol à 30°C com ultrassom.
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das folhas de alecrim, extraído com diferentes concentrações de
etanol, nas temperaturas de 30 °C e 60 °C, com e sem auxílio do
ultrassom foram avaliadas.
De modo a comparar as extrações em batelada (sólido-
líquido) foi realizada a análise de variância para dois fatores (two-
way ANOVA) para os dados de concentração de AR. Quando a
ANOVA mostrou uma diferença significativa entre os dados (para
um α=0,05), uma análise de comparação múltipla foi realizada
utilizando o teste de Tukey para identificar quais grupos apre-
sentavam diferença entre si.
Para as extrações realizadas a 30 °C observa-se a influência
da interação entre os efeitos do pré-processamento da matéria-
prima e da concentração de etanol na quantidade de AR ob-
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tida. Ou seja a combinação da concentração de etanol com o
pré-tratamento apresentou diferenças significativas na concentra-
ção do AR, em alguns pontos experimentais. Para as extrações
a 60 °C somente as extrações realizadas com auxílio do ultras-
som apresentaram esse efeito de interação. Com o auxílio do
ultrassom se tornou mais evidente a influência dos tratamentos.
4.5.1.1 Influência da concentração de etanol
De um forma geral nas extrações realizadas a 30 °C e 60 °C
observa-se a influência da concentração de etanol na quantidade
extraída de AR, conforme os dados nas Tabelas da ANOVA, 52,
54, 56 e 58, para p < 0, 05.
Os diagramas de dispersão revelam uma tendência da con-
centração de AR passar por um máximo na região próxima à
concentração de 30 % de etanol, conforme mostrado nas Figuras
48 e 49 para os 3 tipos de pré-processamento da matéria-vegetal,
sendo eles, sem ESC (material vegetal sem processamento), ESC
80 bar e ESC 150 bar (para o material vegetal utilizado pós
extração supercrítica). Das concentrações de etanol em água
Figura 48 – Gráfico da dispersão da concentração de AR das extrações rea-
lizadas com ultrassom.
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estudadas na extração do AR, observa-se que as maiores quanti-
dades foram obtidos na faixa entre 30 % e 70 %. Sem a presença
de etanol ou com concentrações superiores a 70 % foram obtidas
as menores quantidades de AR, sendo inexpressiva quantidade
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Figura 49 – Gráfico da dispersão da concentração de AR das extrações rea-
lizadas em batelada normal.
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recuperada, Figuras 51 e 50. O máximo rendimento médio ob-
tido foi de 10, 46 ± 0, 13 (mg/g) na concentração de etanol a
30 %. O mesmo comportamento nos rendimentos médios foram
encontrados para a faixa de concentração de etanol para as di-
ferentes temperaturas e modos de extração, sendo uma região
de máximo a 30 %, decrescendo com o aumento e/ou redução
da concentração de etanol. Pode-se afirmar que a presença do
etanol tem influência positiva na obtenção do AR, porém sua
faixa de concentração limita-se a uma região de ótimo mais pre-
cisamente entre 30 e 50 %. Isso pode ser explicado pelo fato de
que a água apresenta um maior momento dipolar (quanto maior
o momento dipolar maior a solubilidade de moléculas polares),
porém o etanol facilita o rompimento de membranas celulares, o
que permite o acesso direto da água ao AR, favorecendo assim
a sua extração. No caso da água pura, a extração é dificultada
pela água não romper as barreiras celulares e obter acesso ao AR.
E no caso do etanol em elevadas concentração, sendo menor sua
taxa de extração de moléculas polares (pelo fato de possuir menor
momento dipolar) como é o caso do AR. Dessa forma a mistura
dos solventes favorece a extração desse composto. Os resultados
estão de acordo com a literatura (WANG, 2004; PENCHEV, 2010;
PEEV et al., 2011).
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Figura 50 – Concentração de AR (mg/g) das extrações realizadas com ul-
trassom.
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Figura 51 – Concentração de AR (mg/g) das extrações realizadas em bate-
lada normal.
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4.5.1.2 Influência do pré-tratamento da matéria-prima
Verificou-se que para as extrações realizadas é significativa
a influência do tratamento de pré-processamento do material ve-
getal, salvo na condição de 60 °C (normal) que não apresentou
diferença significativa a p < 0, 05 na quantidade de AR extraído.
Isso pode ser explicado pelos altos desvios padrão obtidos nes-
ses ensaios, visto que a extração em modo normal não apresenta
qualquer modo de agitação ou homogeneização durante o proce-
dimento. Da mesma forma pôde-se verificar a existência de uma
influência da interação entre os efeitos do pré-processamento e
concentração de etanol na concentração de AR.
As análises de variância (ANOVA com dois fatores) de-
monstram que a 30 °C tanto para batelada normal como assistida
por ultrassom existe uma forte influência do pré-processamento
e da concentração de etanol na quantidade e AR extraída, assim
como a interação entre esses fatores, Tabela 54 e 52.
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Verificou-se principalmente que não há diferença entre o
pré-processamento da matéria-prima na máxima quantidade de
AR extraída a 30 % etanol. Isso significa dizer que não ocorreu
uma influência negativa na quantidade de AR após a extração
supercrítica, ou vale dizer que nessas condições (80 bar e 150
bar) não foi extraído o AR por extração supercrítica. Isso valida
o pré-processamento como uma etapa importante no desenvolvi-
mento de um processo global de obtenção de compostos bioativos,
visado nessa tese. Dessa forma é valido afirmar que uma etapa
anterior à extração sólido-líquido pode ser aplicada, sem prejuízo
à matéria-prima, e sim como agregação de valor (matriz vegetal
desaromatizada). Assim, a pré-extração de compostos com pro-
priedades antimicrobianas (o extrato supercrítico) é realizada,
anteriormente à extração sólido-líquido, e o que seria um resíduo
desse processo extrativo (ESC) se torna uma matéria-prima dis-
ponível, beneficiada, ao procedimento de obtenção de AR. Sendo
que nesse momento, a matriz vegetal, se encontra, de certa forma
limpa, pois os compostos retirados na ESC não precisam serem
separados na próxima etapa, a de purificação de AR. Vale sa-
lientar que além do AR, outros compostos antioxidantes estão
presentes na matriz vegetal, como ácido carnósico, carnosol, ros-
manol e ácido cafeico, porém os mesmos não foram determinados
nesse trabalho.
Tabela 51 – Quantidade de AR obtido por extração em bate-
lada a 30 °C assistida por ultrassom.
ULTRASSOM (30 °C) [mg/g]
Ethanol (%) sem ESC ESC 80 bar ESC 150 bar
0 0,38 ± 0,03a 0,48 ± 0,03a 0,41 ± 0,05a
30 10,28 ± 0,24a 10,39 ± 0,22a 10,28 ± 0,25a
50 6,58 ± 0,16a 7,40 ± 0,16ab 8,12 ± 0,65b
70 5,20 ± 0,77a 5,57 ± 0,65a 5,93 ± 0,52a
100 0,80 ± 0,06a 0,98 ± 0,08b 0,83 ± 0,04a
Médias seguidas pela mesma letra não compartilham
diferença significativa, p < 0,05 (Teste de Tukey).
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Tabela 52 – ANOVA, extração de AR em batelada assistida por ultrassom a 30
°C
Fonte de variação SQ GL MQ F p
Entre pré-processamentos 1,698671 2 0,849336 6,602536 0,0042*
Entre concentração etanol 649,3199 4 162,33 1261,915 0,0000**
Interação 2,790907 8 0,348863 2,711982 0,0224*
Devido ao erro (resíduos) 3,859133 30 0,128638
Total 657,6686 44
* significativo a p < 0,05.
** significativo a p < 0,001.
Tabela 53 – Quantidade de AR obtido por extração em bate-
lada a 30 °C em batelada normal.
NORMAL (30 °C) [mg/g]
Ethanol (%) sem ESC ESC 80 bar ESC 150 bar
0 0,32 ± 0,02a 0,42 ± 0,04b 0,31 ± 0,02a
30 8,21 ± 1,04a 8,50 ± 0,52a 8,37 ± 0,97a
50 6,39 ± 0,73ab 6,02 ± 0,87a 7,81 ± 0,27b
70 5,66 ± 0,35ab 4,53 ± 0,71a 6,31 ± 0,38b
100 0,31 ± 0,06a 0,57 ± 0,09b 0,68 ± 0,06b
Médias seguidas pela mesma letra não compartilham
diferença significativa, p < 0,05 (Teste de Tukey).
Tabela 54 – ANOVA, extração de AR em batelada normal a 30 °C
Fonte de variação SQ GL MQ F p
Entre pré-processamentos 3,865444 2 1,932722 6,529271 0,0044*
Entre concentração etanol 483,8582 4 120,9646 408,6518 0,0000**
Interação 6,767733 8 0,845967 2,85791 0,0173*
Devido ao erro (resíduos) 8,880267 30 0,296009
Total 503,3717 44
* significativo a p < 0,05.
** significativo a p < 0,001.
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Tabela 55 – Quantidade de AR obtido por extração em bate-
lada a 60 °C em batelada normal.
NORMAL (60 °C) [mg/g]
Ethanol (%) sem ESC ESC 80 bar ESC 150 bar
0 0,34 ± 0,02a 0,40 ± 0,03a 0,35 ± 0,03a
30 9,12 ± 0,68a 8,32 ± 0,82a 8,29 ± 1,13a
50 7,65 ± 0,49a 7,41 ± 1,64a 8,15 ± 1,00a
70 5,68 ± 0,77a 5,51 ± 0,75a 6,09 ± 0,72a
100 0,40 ± 0,03a 0,69 ± 0,05b 0,92 ± 0,08c
Médias seguidas pela mesma letra não compartilham
diferença significativa, p < 0,05 (Teste de Tukey).
Tabela 56 – ANOVA, extração de AR em batelada normal a 60 °C
Fonte de variação SQ GL MQ F p
Entre pré-processamentos 0,64624 2 0,32312 0,601551 0,5540
Entre concentração etanol 543,5265 4 135,8816 252,9704 0,0000**
Interação 2,474404 8 0,309301 0,575824 0,7890
Devido ao erro (resíduos) 16,11433 30 0,537144
Total 562,7615 44
** p < 0,001.
Tabela 57 – Quantidade de AR obtido por extração em bate-
lada a 60 °C em batelada auxiliada por ultrassom.
ULTRASSOM (60 °C) [mg/g]
Ethanol (%) sem ESC ESC 80 bar ESC 150 bar
0 0,39 ± 0,02a 0,59 ± 0,06b 0,58 ± 0,03b
30 10,29 ± 0,27a 10,41 ± 0,37a 10,46 ± 0,13a
50 8,94 ± 0,08a 8,26 ± 0,27a 9,86 ± 0,57b
70 6,71 ± 0,52a 7,01 ± 0,61a 7,23 ± 0,41a
100 1,34 ± 0,08a 1,62 ± 0,09b 1,63 ± 0,11b
Médias seguidas pela mesma letra (linha) não comparti-
lham diferença significativa, p < 0,05 (Teste de Tukey).
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Tabela 58 – ANOVA, extração de AR em batelada assistida por ultrassom a 60
°C
Fonte de variação SQ GL MQ F p
Entre pré-processamentos 1,605684 2 0,802842 8,181693 0,0015*
Entre concentração etanol 709,3172 4 177,3293 1807,147 0,0000**
Interação 2,972604 8 0,371576 3,786693 0,0035*
Devido ao erro (resíduos) 2,9438 30 0,098127
Total 716,8393 44
** p < 0,05.
** p < 0,001.
4.5.1.3 Influência da temperatura
De modo a avaliar a influência da temperatura nas extra-
ções do AR, foi avaliado pareadamente os tratamentos de cada
tipo de extração (normal e ultrassom) independentemente, com
cada tipo de pré-tratamento, evitando a influência desse na res-
posta de comparação entre as temperaturas. Para isso a ANOVA
de um fator foi utilizada (α = 0, 05). Foram detectadas diferen-
ças estatisticamente significantes (intervalo de confiança de 95
%) para concentração de etanol de (50 a 100) %. Assim, para
as extrações realizadas com auxílio do ultrassom, o incremento
na temperatura favoreceu a retirada de AR para as concentra-
ções de etanol de 50 %, 70 % e 100 %, Tabela 59. Isso se deve
provavelmente ao aumento da solubilidade do AR em etanol com
o aumento da temperatura, e como consequência um processo
extrativo ligeiramente mais eficiente para a condição testada.
A máxima concentração de AR foi obtida a 30 % etanol,
e nessa condição não foi observada melhora no processo de ex-
tração. Sendo essa ultima afirmação válida para um desenvol-
vimento de um processo mais econômico, visto que para uma
ampliação de escala de um processo de extração o custo energé-
tico pode influenciar negativamente.
Para os dados obtidos na extração em batelada normal não
foi possível detectar diferença significativa na quantidade obtida
de AR para as diferentes temperaturas. Isso se deve ao fato de
uma maior variância dentro dos tratamentos o que reduz a pro-
babilidade de se obter uma diferença entre as médias. Pode ser
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Tabela 59 – Avaliação da influência da temperatura na extração de AR na ex-
tração auxiliada por ultrassom.
ULTRASSOM [mg/g]
Etanol sem ESC ESC 80 bar ESC 150 bar
(%) 30°C 60 °C 30°C 60 °C 30°C 60 °C
0 0,38±0,03 0,39±0,02 0,48±0,03 0,59±0,06 0,41±0,05 0,58±0,03
30 10,28±0,24 10,29±0,27 10,39±0,22 10,41±0,37 10,28±0,25 10,46±0,13
50 6,58±0,16 a 8,94±0,08 7,40±0,16 a 8,26±0,27 8,12±0,65 a 9,86±0,57
70 5,20±0,77 a 6,71±0,52 5,57±0,65 a 7,01±0,61 5,93±0,52 a 7,23±0,41
100 0,80±0,06 a 1,34±0,08 0,98±0,08 a 1,62±0,09 0,83±0,04 a 1,63±0,11
a - Significante em relação a 60 °C do mesmo pré-processamento para p < 0,05.
média ± desvio padrão.
explicado pelo fato de que a extração realizada em modo nor-
mal, e sem auxílio de um sistema de agitação fez com que os
valores obtidos apresentassem um maior desvio em relação a mé-
dia, devido a uma falta de homogeneização da amostra durante
o processo extrativo. Dessa forma a influência da temperatura
não foi observada nos dados mostrados na Tabela 60, extrações
realizadas em modo normal, salvo na extração realizada na con-
centração de etanol de 100 % no pré-processamento com ESC a
150 bar, o qual apresentou uma diferença significativa entre as
duas temperaturas. Ou seja em batelada normal as diferenças
foram menos evidentes, devido a variabilidade intrínseca dessa
extração sem agitação ou mecanismo de homogeneização.
Assim o processo de extração com ultrassom a 30 °C é
tão eficiente energeticamente na retirada do AR quanto a 60 °C,
sendo economicamente mais interessante pela baixa temperatura
de sua aplicação. Comparativamente o modo de extração por
ultrassom retirou em média 19 % a mais de AR do que o modo
em operação normal. Nesse mesmo modo operacional a diferença
obtida com o incremento da temperatura na concentração de AR
obtida não foi estatisticamente superior na condição de extração
máxima (30 %).
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Tabela 60 – Avaliação da influência da temperatura na extração de AR na
extração em batelada normal.
NORMAL [mg/g]
Etanol sem ESC ESC 80 bar ESC 150 bar
(%) 30°C 60 °C 30°C 60 °C 30°C 60 °C
0 0,32±0,02 0,34±0,02 0,42±0,04 0,40±0,03 0,31±0,02 0,35±0,03
30 8,21±1,04 9,12±0,68 8,50±0,52 8,32±0,82 8,37±0,97 8,29±1,13
50 6,39±0,73 7,65±0,49 6,02±0,87 7,41±1,64 7,81±0,27 8,15±1,00
70 5,66±0,35 5,68±0,77 4,53±0,71 5,51±0,75 6,31±0,38 6,09±0,72
100 0,31±0,06 0,40±0,03 0,57±0,09 0,69±0,05 0,68±0,06a 0,92±0,08
a - Significante em relação a 60 °C do mesmo pré-processamento para p < 0,05.
média ± desvio padrão.
4.5.2 Separação e purificação do ácido rosmarínico
via HPLC-Preparativo
O tempo de retenção do AR no HPLC-preparativo para
as condições de análise foi determinado com uma solução pa-
drão contendo 1000 μg/mL. Assim, o tempo de retenção para
o composto padrão foi de aproximadamente 6,306 min, Figura
52. Um ensaio exploratório inicial de purificação do ácido rosma-
rínico proveniente de um extrato de alecrim etanol:água (30:70)
foi realizado, onde um total de 10 mL de mistura de extratos de
alecrim, contendo 60,30 ± 2,63 μg/mL de AR foi injetado. A
partir dessa injeção foram coletados várias frações, com diferen-
tes tempos de coleta, de onde foi confirmado por cromatografia
(HPLC-analítico) a presença de AR na fração que compreendia
entre 5,0 e 7,0 min. Nesse primeiro momento não foi contabili-
zada a quantidade recuperada.
Dessa forma a purificação do composto foi baseada no tempo
de retenção, onde em cada intervalo de tempo amostras eram
coletadas em frascos separados e armazenadas. Para cada inje-
ção, três frações foram recuperadas, e analisadas em HPLC-MS
(Shimadzu LCMS2020). Os intervalos de tempo foram fixados,
conforme as faixas de tempo apresentadas na Figura 53.
As análises das frações por HPLC-MS (escala analítica) fo-
ram feitas em cada uma das coletas, para frações 2, 3 e 4. Essas
foram comparadas com o padrão do RA (tempo de retenção, es-
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Figura 52 – Cromatograma característico obtido no HPLC-Preparativo, para
o padrão de AR (1000 μg/mL), comprimento de onda de 330 nm.
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pectro UV e espectro de massa). Para o tempo de retenção, pode-
se observar, na Figura 54, que a fração coletada de n° 2 apresenta
em seu cromatograma exclusivamente um pico de mesmo tempo
de retenção que o padrão do ácido rosmarínico para as mesmas
condições de análise. Onde as análises do espectro de massa e
UV comprovam a presença do AR. Na Figura 55 observa-se os
espectros de massa da linha de base do cromatograma, nessa aná-
lise, composta por Metanol/Água (0.1 % HCOOH) e do padrão
de AR. O pico de massa de maior intensidade relativa para o AR
padrão foi de 359,08 m/z obtido em modo de ionização negativa
[M − H]− (0-50 V ), sendo sua massa exata 360,08452 m/z. De
modo a quantificar a recuperação do AR com o uso desse sis-
tema foi realizada uma nova extração do AR obtido pelo resíduo
da ESC. Foi obtido um extrato contento 0,174 mg/mL de AR,
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Figura 53 – Cromatograma obtido no HPLC-Preparativo Varian Dynamax,
para o extrato de alecrim, comprimento de onda de 330 nm, intervalos de
tempo das frações recuperados, fração 2 - 6,1 a 7,2 min; fração 3 - 8,5 a 9,1
min; fração 4 - 10,8 a 11,2 min.
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de uma extração sólido-líquido (200 mL) provenientes de 10 g
de alecrim seco e moído (pós ESC 150 bar) à 30 °C com auxílio
do ultrassom com solvente etanol:água (30:70). Foram injetados
10 mL desse extrato e coletadas as respectivas frações. Onde
para a fração 2, Figura 57, foram recuperados aproximadamente
40 mL de solução, onde foi determinado uma concentração de
40,60 μg/mL de AR, seguindo a metodologia de quantificação já
utilizada. Onde aproximadamente 98 % da área obtida no croma-
tograma correspondem ao composto, com espectro UV e espectro
de massa iguais ao padrão de AR utilizado, o que demonstra um
indicativo de pureza da solução recuperada.
Dessa forma foi possível recuperar 1,624 mg dos 1,740 mg
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Figura 54 – Cromatogramas (HPLC-MS) agrupados das coletas dos picos
obtidos no HPLC-Preparativo, comprimento de onda de 330 nm, intervalos
de tempo dos picos recuperados, pico 2 - 6,1 a 7,2 min; pico 3 - 8,5 a 9,1
min; pico 4 - 10,8 a 11,2 min.
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injetados (dos 10 mL de extrato, volume de injeção), o que resulta
em uma recuperação de aproximadamente 93 % do composto
purificado, nessa escala, de 500× a escala analítica. Além da
comprovação do composto a partir do tempo de retenção com re-
ferência ao composto padrão, espectro UV e o espectro de massa
foram também utilizados na validação da separação, Figura 56.
Pode-se observar os picos de massa para o ácido rosmarínico com
o modo de ionização negativo [M −H]−, como sendo 359,08 m/z
para ambas as análises, e o mesmo está de acordo com a litera-
tura (HOSSAIN et al., 2010). As outras frações coletadas (3 e 4)
não foram identificadas.
Assim com o processo de separação em escala preparativa
foi possível recuperar cerca de 93 % do composto injetado, com
uma pureza de 98 %. O tempo de retenção do AR nessa escala
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Figura 55 – Espectro do massa do AR Padrão e da linha de base do croma-
tograma obtido em HPLC-MS.
(a) AR Padrão (b) Linha de base
Figura 56 – Espectro do massa do AR Padrão e da linha de base do croma-
tograma obtido em HPLC-MS.
(a) AR Padrão (b) Pico coletado de n° 2
do processo de separação foi de 6,306 min, onde um tempo de 15
min de corrida é suficiente para iniciar a estabilização (5 min) e
iniciar uma nova injeção de 10 mL simulando um processo semi-
contínuo com injeção pulsada.
O consumo de solvente nessa etapa foi de 21 mL/min em
gradiente de etanol:água (735 mL total da mistura por batelada),
onde a demanda de etanol para os 35 min de corrida foram de
aproximadamente 378 mL. Ou seja, para esse gradiente foi uti-
lizado em média 10,8 mL/min de etanol. Esses dados serviram
de base para a avaliação econômica desse processo de separação
em outras escalas.
Dessa forma foi possível obter o AR purificado com uma
recuperação superior a 90 % da massa injetada em uma amplia-
ção de escala de aproximadamente 500× a escala analítica. Foi
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Figura 57 – Cromatograma obtido no HPLC-Preparativo, para o extrato de
alecrim, comprimento de onda de 330 nm, pico de AR detectado em 6,391
min.
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produzido cerca de 1,6 mg de ácido rosmarínico com uma pu-
reza de 98 % em uma injeção de 10 mL de extrato de alecrim,
proveniente de um resíduo (10 g) da extração supercrítica de ale-
crim, realizada a 150 bar e 35 °C. Sendo o AR um composto de
alto valor agregado com inúmeras possíveis aplicações, como já
referenciado nos trabalhos científicos citados. Vale lembrar que
compostos como o ácido carnósico, carnosol, ácido cafeico e ros-
manol são exemplos de outros compostos que podem ser obtidos
com a mesma técnica, simultaneamente à purificação do AR.
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4.5.3 Considerações sobre a QUINTA etapa
Pude-se observar que para os procedimentos extrativos com
etanol 30 %, a maior concentração de AR obtida foi com o auxílio
do ultrassom. Porém não existe diferença estatística entre os
ensaios realizados a 30 °C e 60 °C para essa condição. Isso leva
à uma escolha de uma menor temperatura com base na escolha
de uma extração energeticamente mais econômica.
O resíduo da extração supercrítica de alecrim pode ser uti-
lizado como principal fonte de matéria-prima para obtenção de
AR sem perda na sua qualidade (com base nas quantidades obti-
das). Dessa forma o alecrim seco e desaromatizado ainda possui
valor na cadeia produtiva para obtenção de um extrato antioxi-
dante.
Foi possível verificar a ampliação de escala no processo de
separação e purificação (98 %) do AR em 500× a escala analítica,
com redução do tempo de retenção de 17,7 min para 6,3 min, o
que também representa uma redução no consumo de solvente.
Muito pouco é comentado sobre o uso de solventes de baixo
impacto ambiental ou GRAS (Generally recognized as safe) em
cromatografia líquida (HPLC). Mesmos os métodos analíticos
propostos para análise e quantificação de AR, são baseados no
uso de metanol e acetonitrila, principalmente. Nesse trabalho
foi desenvolvido um método de análise (escala analítica) e de se-
paração (escala preparativa) com o uso de etanol e água como
solventes. Dessa forma contribuindo para o desenvolvimento de
um processo ambientalmente correto.
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4.6 SEXTA etapa
4.6.1 Avaliação econômica do processo de extração
supercrítica
Na avaliação econômica do processo de extração supercrí-
tica de alecrim foram considerados os diversos custos envolvi-
dos em uma produção industrial, desde o investimento inicial na
aquisição de uma unidade até custos de utilidade (gastos ener-
géticos), mão-de-obra, matéria-prima e custos fixos. Geralmente
em uma unidade industrial é necessário levar em conta o custos
com tratamentos de resíduos, porém em uma planta de extra-
ção supercrítica não é necessário, dependendo da matéria-prima
a ser processada. Em geral o resíduo desse processo não repre-
senta valor comercial, e pode ser utilizado na agricultura com
outro propósito (adubo) ou ainda na geração de energia (queima
em caldeiras). Por outro lado o extrato é a principal fonte de
renda de uma empresa de ESC. Dessa forma a quantidade de
matéria-prima utilizada na avaliação econômica foi obtida se-
gundo a equação 4.1:
RMC = Vextrator · ρL · Hr
tB
· V mp (4.1)
Sendo RMC o custo total anual de matéria-prima, ρL a
densidade do leito, Hr o número de horas operacionais por ano,
tB o tempo total da batelada e V mp o valor da matéria-prima. A
variável utilizada aqui foi o volume do extrator, conforme Tabela
20. A densidade do leito de extração utilizada foi de 379 kg.m−3
determinada a partir da média das densidades (ρa) obtidas em
escala laboratorial, Tabela 26.
De modo a obter o gasto anual de CO2, e os custos utilitá-
rios, foi necessário estimar a vazão de CO2 para o equipamento
em escala industrial. Carvalho et al. (2005) sugeriu uma relação
para a determinação da vazão necessária de CO2 para manter
o mesmo comportamento cinético entre duas unidades de ESC,
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para uma dada massa de planta e geometria do extrator:
QCO21
QCO22
=
(
F2
F1
)2
· H1
H2
·
(
d1
d2
)3
(4.2)
Dessa forma foi considerada a relação H/d = 13, base-
ado na unidade SFE-II com uma vazão de 3, 23 × 10−5kg/s con-
forme experimentos realizados. Desse modo as vazões calculadas
(QCO2) para as unidades, na ampliação de escala, com suas res-
pectivas quantidades de matéria-prima por batelada (F), estão
apresentados na Tabela 61. Pode-se observar que cada unidade
na ampliação de escala demanda uma quantidade diferente de
matéria-prima e consequentemente uma vazão de CO2 necessá-
ria para manter um mesmo comportamento durante a cinética
de extração.
Tabela 61 – Parâmetros utilizados para scale-up, na avaliação econômica.
Volume do Matéria-prima H d H/d F QCO2
extrator [litros] [kg/ano] [m] [m] [] [kg] [kg/h]
5 15.286 1,04 0,080 13 1,98 6,96
50 152.856 2,21 0,170 13 19,01 31,45
100 305.712 2,80 0,215 13 38,46 50,30
200 611.424 3,51 0,270 13 76,17 79,33
300 917.136 4,02 0,309 13 114,17 103,91
400 1.222.848 4,42 0,340 13 152,09 125,80
500 1.528.560 4,76 0,366 13 189,72 145,78
1000 3.057.120 5,99 0,461 13 379,12 231,28
Os custos de mão-de-obra foram estimados com base no sa-
lário mínimo nacional (2012) e seus respectivos impostos a serem
recolhidos pelo empregador. Foram considerados dois funcioná-
rios por turno, operando em três turnos diários (totalizando uma
operação de 24 h) por um período de 330 dias. A estimativa mé-
dia para custo da mão-de-obra foi de 3,80 US$/h. Sendo assim
para o total de 7.920 h operacionais um custo anual de 60.192
US$/ano.
Para o custo de utilidades na unidade de extração super-
crítica de alecrim foram considerados os gastos energéticos de:
aquecimento de água para os trocadores de calor utilizados para
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elevar a temperatura do CO2 e no tanque de flash, compres-
sor para sistema de resfriamento e bomba de CO2. O custo da
energia elétrica para a região de Santa Catarina (ANEEL, 2012)
foi obtido como sendo em geral 312 R$/MWh e pela conversão
em dólar (moeda utilizada na avaliação econômica) para 167,74
US$/MWh.
O ponto inicial do processo de bombeamento do solvente
incia-se retirando o CO2 no estado líquido proveniente de um
cilindro ou tanque de estocagem, após a passagem por um sis-
tema de resfriamento (CO2 no estado líquido) entrando na bomba
para pressurização até a pressão de extração desejada (200 bar).
Após, é necessário elevar sua temperatura (até a temperatura de
extração, em média 40 °C). No processo de separação o CO2 é
separado do extrato líquido, em um processo de expansão isoen-
tálpica. Parte do fluido é vaporizada e a parte líquida (fração em
equilíbrio v-l) precisa ser evaporada, onde é aquecida até atingir
o seu estado gasoso. Nessa condição (baixa pressão em média 50
bar e 40 °C) o gás de extração (CO2) não possui poder solvente
e ocorre a completa separação do extrato. Na sequência do pro-
cesso o solvente precisa ser condensando e armazenado até sua
condição inicial para fechar o ciclo de extração. As perdas nesse
processo foram consideradas de 2 % para o solvente e o gasto
energético desse ciclo foi calculado.
O custo de utilidades para o presente caso se refere ao custo
energético dessa unidade de extração no ciclo de operação. Os
custos foram estimados e estão apresentados na Tabela 62 para
cada uma das unidades (com seus respectivos volumes de extra-
tor). Vale lembrar que cada unidade apresentou um gasto ener-
gético diferente, devido a sua capacidade operacional limitada ao
tamanho do extrator e demanda de CO2.
Os custos da matéria-prima se referem ao solvente neces-
sário para reposição das perdas do processo, sendo considerados
2 % e o custo da aquisição do material vegetal (alecrim seco).
Cada modelo de unidade demanda uma quantidade anual dife-
rente de matéria-prima e para cada um foi quantificado conforme
a necessidade. Para o custo de material vegetal foram utilizadas
diferentes referências e para cada uma destas um novo valor foi
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Tabela 62 – Custo de utilidades para as unidades de extração.
Volume do extrator QCO2 Custo de utilidades (CUT )
[litros] [kg/h] [US$/ano]
5 6,96 1.272,8
50 31,45 5.747,4
100 50,30 9.192,8
200 79,33 14.497,6
300 103,91 18.988,3
400 125,80 22.989,4
500 145,78 26.639,9
1000 231,28 42.264,1
obtido e levando em consideração no custo total. Para demons-
trar o impacto dos custo no produto final na Figura 58 pode-se
observar a distribuição de todos os custos envolvidos no processo
de obtenção do extrato supercrítico de alecrim. Pode-se obser-
var que o maior impacto no custo de manufatura é representado
pela matéria-prima, em unidades com extratores de volume su-
perior a 50 litros. No caso de uma produção em escala piloto
ou laboratorial (5 litros) os maiores impactos no custo estão dis-
tribuídos sobre a mão-de-obra, fração do investimento inicial e a
matéria-prima.
Para as unidades de fabricação Americana o custo de manu-
fatura do extrato supercrítico de alecrim variou de 680,51 US$/kg
a 175,02 US$/kg para a matéria-prima adquirida com preços de
comercialização em pequena escala (5,90 US$/kg), Tabela 63.
Para o alecrim importado (3,00 US$/kg) o custo do extrato va-
riou entre 519,40 US$/kg a 92,17 US$/kg, para os rendimentos
de extração variando entre 1,80 % a 3,50 %, nas unidades aqui
referenciadas (5 a 1000 litros), Tabela 64.
Para as unidades de fabricação Chinesa o custo de manufa-
tura do extrato supercrítico de alecrim variou de 613,25 US$/kg
a 173,21 US$/kg para a matéria-prima adquirida com preços de
comercialização em pequena escala (5,90 US$/kg), Tabela 65.
Para o alecrim importado (3,00 US$/kg) o custo do extrato va-
riou entre 452,13 US$/kg a 90,36 US$/kg, para os rendimentos
de extração entre 1,80 % a 3,50 %, nas unidades aqui referenci-
adas (5 a 1000 litros), Tabela 66.
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Figura 58 – Distribuição dos custos integrantes no custo de manufatura do
extrato de alecrim pelas respectivas unidades de extração do mercado Ame-
ricano, onde FC é o custo fixo, GC são custos gerais, UC é o custo das
utilidades, LC é custo da mão-de-obra, RMC é o custo da matéria-prima
(baseado no valor de aquisição, Vmp, de 5,90 US$/kg) e CLC é custo res-
pectivo a reposição de CO2.
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Tabela 63 – Custo de manufatura do extrato de alecrim, baseado no valor da
matéria-prima de 5,90 US$/kg para cada unidade, com valores de rendimento
de 1,80 % a 3,50 % - Unidade Americana.
COM (Vmp = 5,90 US$/kg)
Volume do 1,80% 2,00% 2,50% 3,00% 3,50%
extrator[litros] [US$/kg] [US$/kg] [US$/kg] [US$/kg] [US$/kg]
5 680,51 612,46 489,97 408,31 349,98
50 387,43 348,69 278,95 232,46 199,25
100 366,64 329,98 263,98 219,99 188,56
200 354,52 319,06 255,25 212,71 182,32
300 350,30 315,27 252,22 210,18 180,16
400 347,09 312,38 249,90 208,25 178,50
500 345,17 310,65 248,52 207,10 177,51
1000 340,32 306,29 245,03 204,19 175,02
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Tabela 64 – Custo de manufatura do extrato de alecrim, baseado no valor da
matéria-prima de 3,00 US$/kg para cada unidade, com valores de rendimento
de 1,80 % a 3,50 % - Unidade Americana.
COM (Vmp = 3,00 US$/kg)
Volume do 1,80% 2,00% 2,50% 3,00% 3,50%
extrator[litros] [US$/kg] [US$/kg] [US$/kg] [US$/kg] [US$/kg]
5 519,40 467,46 373,97 311,64 267,12
50 226,32 203,69 162,95 135,79 116,39
100 205,53 184,98 147,98 123,32 105,70
200 193,40 174,06 139,25 116,04 99,47
300 189,19 170,27 136,22 113,52 97,30
400 185,98 167,38 133,90 111,59 95,64
500 184,05 165,65 132,52 110,43 94,66
1000 179,21 161,29 129,03 107,53 92,17
Figura 59 – Previsão do custo de manufatura do extrato de alecrim (Vmp =
5,90 US$/kg) sobre o rendimento (%) do processo em cada uma das unidades
(5 a 1000 litros) .
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Como pode-se observar na Figura 58 o impacto do custo
da unidade industrial representa um parcela menor no custo de
manufatura conforme o aumento da escala de produção. Segundo
a Figura 59 observa-se uma alteração na ordem de grandeza do
custo de manufatura quando comparado uma unidade de 5 L
com as restantes. As unidades de 50 L a 1000 L apresentam uma
previsão do custo de manufatura muito próximo.
O preço médio do óleo essencial de alecrim comercializado
varia em média de 60 US$/kg a 200 US$/kg (PEREIRA; MEIRE-
LES, 2007; SHARIATY-NIASSAR et al., 2009) dependendo da região
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Tabela 65 – Custo de manufatura do extrato de alecrim, baseado no valor da
matéria-prima de 5,90 US$/kg para cada unidade, com valores de rendimento
de 1,80 % a 3,50 % - Unidade Chinesa.
COM (Vmp = 5,90 US$/kg)
Volume do 1,80% 2,00% 2,50% 3,00% 3,50%
extrator[litros] [US$/kg] [US$/kg] [US$/kg] [US$/kg] [US$/kg]
5 613,25 551,92 441,54 367,95 315,38
50 373,41 336,07 268,86 224,05 192,04
100 356,25 320,62 256,50 213,75 183,21
200 346,20 311,58 249,27 207,72 178,05
300 342,72 308,45 246,76 205,63 176,25
400 340,51 306,46 245,17 204,31 175,12
500 339,19 305,28 244,22 203,52 174,44
1000 336,81 303,13 242,50 202,08 173,21
Tabela 66 – Custo de manufatura do extrato de alecrim, baseado no valor da
matéria-prima de 3,00 US$/kg para cada unidade, com valores de rendimento
de 1,80 % a 3,50 % - Unidade Chinesa.
COM (Vmp = 3,00 US$/kg)
Volume do 1,80% 2,00% 2,50% 3,00% 3,50%
extrator[litros] [US$/kg] [US$/kg] [US$/kg] [US$/kg] [US$/kg]
5 452,13 406,92 325,54 271,28 232,53
50 212,30 191,07 152,86 127,38 109,18
100 195,13 175,62 140,50 117,08 100,36
200 185,09 166,58 133,27 111,06 95,19
300 181,61 163,45 130,76 108,96 93,40
400 179,40 161,46 129,17 107,64 92,26
500 178,08 160,28 128,22 106,85 91,59
1000 175,69 158,13 126,50 105,42 90,36
e do método de extração. Pereira e Meireles (2007) estimou o
custo de manufatura do extrato supercrítico de alecrim nas condi-
ções de 300 bar e 40 °C (unidade de 400 litros, investimento US$
2 milhões), com rendimento de 5,0 % como sendo 30,29 US$/kg
(V mp = 0,28 US$/kg), e Shariaty-Niassar et al. (2009) obtive-
ram um custo aproximado de 72,74 US$/kg, nas mesmas condi-
ções operacionais (unidade de 200 litros, investimento US$ 1,8
milhão) com um rendimento de 1,80 % (V mp = 0,40 US$/kg).
Levando-se em consideração que é possivel obter um preço menor
na aquisição da matéria-prima aqui no Brasil, através de com-
pras programadas, em grandes quantidades e ainda diretamente
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da fonte produtora, uma nova comparação foi realizada. Dessa
forma, com um valor estimado de aquisição da matéria-prima
(V mp) como sendo de 1,50 US$/kg, cerca de 4x superior ao re-
ferenciado nos artigos. Porém vale enfatizar que esse não é o
valor real, esse podendo ser ainda menor. Sendo assim obtive-se
a Tabela 67, onde o valores variam de 436,07 US$/kg a 49,31
US$/kg para as unidades de extração (Americana), com estima-
tiva de rendimento de 1,80 % a 3,50 %.
Tabela 67 – Custo de manufatura do extrato de alecrim, baseado no valor da
matéria-prima de 3,00 US$/kg para cada unidade, com valores de rendimento
de 1,80 % a 3,50 % - Unidade Americana.
COM (Vmp = 1,50 US$/kg)
Volume do 1,80% 2,00% 2,50% 3,00% 3,50%
extrator[litros] [US$/kg] [US$/kg] [US$/kg] [US$/kg] [US$/kg]
5 436,07 392,46 313,97 261,64 224,26
50 142,99 128,69 102,95 85,79 73,54
100 122,20 109,98 87,98 73,32 62,84
200 110,07 99,06 79,25 66,04 56,61
300 105,86 95,27 76,22 63,52 54,44
400 102,64 92,38 73,90 61,59 52,79
500 100,72 90,65 72,52 60,43 51,80
1000 95,88 86,29 69,03 57,53 49,31
Pode-se concluir a grande importância na aquisição de uma
matéria-prima a um custo mais acessível. É entendido que, a
prática desse tipo de industria é a de plantio e posterior extração,
onde o seu cultivo torna a matéria-prima extremamente acessível
ao beneficiamento. Não foram levantados os custos de produção
por hectare dessa matriz vegetal. Porém é possível obter um
cultivo de RO, com uma massa folhar seca, variando entre 3,95 e
8,39 t/ha, a cada 60 e 120 dias respectivamente, após o início do
período de colheita (MAY et al., 2010). Sendo assim para suprir a
demanda anual de matriz vegetal (supondo o extrator de 1000 L)
seriam necessários em média 122 hectares plantados (3 colheitas
por ano).
De um forma geral a obtenção de um produto de alto valor
agregado (extrato supercrítico de alecrim, como agente antimi-
crobiano) se torna vantajoso quando toda a cadeia produtiva é
gerenciada para um único fim, nesse caso, um plantio e manejo
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para sua posterior extração in loco.
4.6.2 Avaliação econômica do processo de extração
e separação do ácido rosmarínico
Para a separação de um composto utilizando um método
cromatográfico em escala piloto ou comercial, se inicia com da-
dos obtidos no processo de separação em escala analítica. Um
scale-up foi realizado transpondo-se dados da metodologia de-
senvolvida no processo de menor escala para um de uma escala
apropriada às necessidades produtivas. Como estimativa des-
ses parâmetros iniciou-se verificando a quantidade necessária a
ser separada. Como o processo anterior, de extração supercrí-
tica gera um resíduo de matéria-prima, comumente não utilizado
para fins mais nobres, fez se uso desse resíduo (alecrim desaro-
matizado) como matéria-prima na primeira etapa de obtenção
do composto a ser purificado. Pelo fato da matéria-prima ser
um resíduo de uma extração anterior, essa, por sua vez se encon-
tra em um estado mais limpo, no que se refere a compostos não
desejáveis nessa etapa.
A capacidade dos sistemas de separação cromatográfica em
batelada é reduzida, comparada ao montante de composto que
pode ser extraído com a matéria-prima utilizada e ja referenci-
ada na seção 4.6.1. Sendo assim o montante de matéria-prima
(resíduo da extração supercrítica) é suficiente para atender os
requisitos dos diferentes cenários da avaliação.
Basicamente o processo compreende na obtenção dos com-
postos de interesse a partir da matriz-vegetal, por meio de uma
extração sólido-líquido, subsequente concentração desse extrato,
utilizando evaporadores, seguido de uma filtração e injeção em
um sistema de separação por cromatografia. Sendo a etapa fi-
nal a retirada dos solventes utilizados na separação pelo uso de
liofilizadores.
Na avaliação econômica do processo de extração supercrí-
tica verificou-se diferentes unidades extrativas, sendo a de menor
custo de manufatura a unidade de maior volume. Sendo assim,
optou-se por utilizar a massa de planta dessa unidade, que utiliza
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3.057.120 kg/ano, ou seja 386 kg/batelada. A determinação da
quantidade de solvente para extração depende principalmente do
equipamento a ser utilizado, os equipamentos aplicáveis a esse
propósito pode ser, tambor rotativo, reator com agitação ou sis-
tema de extração em baixa pressão (9 bar) que utiliza o princípio
de Naviglio (CUTILLO et al., 2006), dentre outros. Para as ex-
trações em escala piloto e comercial optou-se pelo equipamento,
reator com agitação, devido a sua facilidade operacional, deve-se
utilizar no mínimo três vezes a massa de solvente em relação à
matéria-prima, dessa forma em média 1 ton de vegetal utilizado
requisitaria 3 ton de solvente. Sendo assim 0,9 ton de etanol e o
restante (2,1 ton) de água. O sistema de extração necessita de
um aquecimento para manter a temperatura da extração. Sendo
assim, para esse processo faz-se necessário um tanque de 5 m3
(ou 2 de 2,5 m3 ) para a extração que dura em torno de 30 min,
uma centrífuga para a retirada do excesso de solvente, e um sis-
tema de evaporação para concentração do extrato e recuperação
dos solventes.
Após o processo de extração sólido-líquido o extrato é sub-
metido a um processo de pré-filtração de sólidos finos e em se-
guida submetido ao processo de concentração por evaporação e
recuperação de solvente. Os custos energéticos desse processo
foram estimados. Foram avaliadas nessa etapa os custos de re-
cuperação, sem a comparação entre o benefício de aquisição de
solvente versus o custo de reciclagem, por entender que essa deva
ser uma prática comum em processos que visam etapas produti-
vas ambientalmente corretas. Após o processo de centrifugação a
massa vegetal úmida (40 %) é enviada à queima para geração de
energia em caldeira, onde essa energia é reintegrada no processo,
para tanto o poder calorífico desse resíduo foi estimado com base
na literatura.
Para concentração do extrato foi avaliado o consumo ener-
gético de evaporadores de múltiplo efeito, por serem mais eficien-
tes em questão de consumo de vapor. O sistema de evaporação de
múltiplo efeito foi simulado utilizando software Hysys, onde o
consumo de vapor para concentração do extrato foi determinado.
Com base no processo de evaporação de solvente para con-
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centração do extrato, três efeitos foram considerados, sendo a
corrente de alimentação de 0,27% de AR no extrato (baseado nos
dados obtidos exeprimentalmente) sendo concentrado a 10,2 %.
Visando aumentar a eficiência energética do sistema, foi reinte-
grado a energia do último evaporador (vapor de saída do terceiro
efeito) para aumentar a temperatura da alimentação de entrada
de 30 °C para 80 °C. Dessa forma o consumo global de vapor
de caldeira com a reintegração energética foi de 496,8 kg/h, para
uma alimentação de 1.500 kg/h de extrato. Em processos de eva-
poração o custo principal é o vapor de água consumido (FOUST
et al., 1982).
Para um caldeira com capacidade para produzir 550 kg/h
de vapor são necessários em média 320.000 kcal/h de energia,
considerando a alimentação de água na caldeira a 80 °C. Sendo
a caldeira estimada com um rendimento térmico de 55 % (con-
forme os fabricantes), e sendo a capacidade calorífica inferior das
folhas secas de alecrim com umidade definida em 40 % (resíduo
da extração sólido-líquido) como hipótese de cálculo, em média
1.500 kcal/kg, baseado em valores da literatura para folhas secas
e verde de palhas de cana-de-açúcar, bagaço e folhas de pinus.
Dessa forma a quantidade necessária de resíduo de biomassa para
alimentação da caldeira para a produção de 550 kg/h de vapor foi
de aproximadamente 390 kg/h de resíduo. Considerando perdas
de até 10 % nesse processo de utilização de biomassa, os custos da
concentração do extrato de 0,27 % para 10,2 % se resumem a um
consumo de cerca de 16 kg/h (poder calorífico inferior de 9.502
kcal/kg) de óleo combustível (0,45 US$/L) para suprir possíveis
variações na alimentação da caldeira.
A Tabela 68 contém as condições operacionais para cada
um dos cenários estimados. Para a produção de pequenas quan-
tidades de AR, em escala analítica, por eluição ou cromatogra-
fia pulsada, optou-se pelo uso de uma coluna analítica, com a
injeção "sobrecarregada"(em termos de análise), ou seja em con-
centrações superiores as normalmente utilizada em escala analí-
tica. Manteve-se a mesma concentração de extrato na alimenta-
ção (100 g/L), salvo para o modo de operação SMB que suporta
concentração mais elevadas na injeção. A pureza de recuperação
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utilizada no cálculo como a esperada foi de 93 % (menor do que a
obtida experimentalmente em escala preparativa), abaixo daque-
las possivelmente obtidas com um processo cromatográfico (98
%), de acordo com experimentos e pela literatura. Essa opção
visa avaliar um processo mais realístico com variações intrínsecas
dos processos industriais.
Os custos diretos constituintes do custo de manufatura
(COM) foram determinados e estão apresentados na Tabela 69.
Pode se observar a redução no custo de manufatura com o au-
mento de escala em HPLC-batelada, ainda, sendo o modo de
operação em SMB o mais econômico (21,66 US$/kg), já refe-
renciado em diversos trabalhos, (PEPER; JOHANNSEN; BRUNNER,
2007; TOUMI et al., 2007; KASPEREIT et al., 2005; JUPKE; EP-
PING; SCHMIDT-TRAUB, 2002; PYNNONEN, 1998; NOVASEP, 2011;
SETHI; WIESNER, 2000; VANNESTE et al., 2011). Para os cenários
avaliados, nas condições citadas, os valores do kg de AR produ-
zido são bastante inferiores aos valores comercializados. O valor
da embalagem de 10 mg de AR obtido por Rosmarinus officina-
lis, com 98 % de pureza custa para o consumidor final em média
64 US$ e 191,52 US$ para a embalagem de 50 mg, ou seja 6,40
US$/mg (6.398.305,08 US$/kg) e 3,83 US$/mg (3.830.508,47
US$/kg) respectivamente (valores obtidos na revenda da Sigma
Aldrich Brasil - 2012). Para o AR (96 % de pureza), embalagem
de 5 g o valor obtido foi de 437,72 US$ ou seja 0,09 US$/mg
(87.542,37 US$/kg), próximo (9 % maior) ao COM obtido na se-
paração em escala analítica (79.733,18 US$/kg). Porém não foi
possível obter valores comercialmente praticados para as quanti-
dades superiores (em kg) a essas citadas.
Pode-se observar na Figura 60 que o custo de manufatura
do AR em escala analítica é distribuído entre os custos indiretos
(fixos e gerais), e diretos, como matéria-prima (solventes e fase
estacionária) e mão-de-obra. Com o aumento da escala para os
processos em HPLC-batelada, observa-se que os custos dominan-
tes se voltam para a matéria-prima (solventes e fase estacionária).
Para o processo em modo SMB o COM é dominado pelos custos
de utilidades além do custo de matéria-prima.
É importante salientar que a estimativa econômica do custo
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Tabela
69
–
C
ustos
diretos
do
processo
de
separação
nos
diferentes
cenários.
C
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C
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C
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m
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203.093,67
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T
C
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(10
%
do
FC
I)
10.000,00
50.000,00
100.000,00
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Figura 60 – Distribuição dos custos integrantes no custo de manufatura do
ácido rosmarínico (AR) pelas respectivas unidades de separação, onde FC é
o custo fixo, GC são custos gerais, UC é o custo das utilidades, LC é custo da
mão-de-obra, RMC é o custo da matéria-prima (solventes e fase estacionária)
e WTC é custo do tratamento de resíduos.
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de manufatura utilizado proposto por Turton (2012), equação
(3.20) englobou os custos indiretos, fixos e gerais, e diretos, onde
taxa de depreciação (10 % do FCI) foi agregada ao custo final.
Essa análise ainda serve, portanto, para trazer atenção ao po-
tencial comercial dos processos químicos que podem ser desen-
volvidos no país, com sua possível rentabilidade, embora seja
necessário um mercado com interesse no produto. Vale ainda
colocar em evidência o potencial como fármaco e como aditivo
em alimentos, dos produtos obtidos nesses processos, esses já
muito estudado por diversos autores já citados nesse trabalho.
Cabe ainda afirmar que a aproximação do COM é valida dentro
de uma perspectiva industrial, onde se existe uma estrutura ja
está montada e esse processo é passível de ser estruturado dentro
de uma cadeia comercial. Lembrando que a partir dessa análise
cabe ainda medidas de estudo de otimização, que veem ao encon-
tro do desenvolvimento de um processo economicamente viável e
competitivo internacionalmente.
Dessa forma, a união de dois processos extrativos (ESC e
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ESL) seguidos de um processo de separação (cromatográfico) re-
sulta em diferentes produtos (extrato SC, extrato alcoólico e AR)
com aplicações já testadas e de alto potencial científico. Sabe-
se que ainda resta um longo caminho de pesquisa e aprimora-
mento para a colocação desses produtos em um mercado, porém
os indicativos são claros no que tange a sua viabilidade técnico-
econômica. Ainda, durante o processo de separação cromato-
gráfica, outros produtos podem ser obtidos, sem ônus financeiro,
compostos como o ácido carnósico, carnosol dentre outros, tam-
bém antioxidantes, que podem ser separados simultaneamente
no mesmo processo, com apenas uma escolha mais apropriada do
gradiente e tempo de coleta. Ou seja, embora o processo de sepa-
ração tenha focado um único composto, o mesmo processo serve
para outros do mesmo espectro e polaridade, presentes nessa ma-
triz vegetal, como é o caso do ácido carnósico.
4.6.3 Desenvolvimento do processo de separação de
compostos ativos
Com a avaliação de cada um dos processos, evolvendo ex-
tração supercrítica (ESC), extração sólido-líquido (ESL) e sub-
sequente uso de técnicas de separação cromatográfica, o esquema
básico do processo visando obter os compostos bioativos do ale-
crim foi estruturado. Na Figura 61, é apresentado o diagrama
de fluxo do processo, de forma básica, com o acoplamento dos
distintos procedimentos avaliados para obtenção dos compostos
bioativos do alecrim, divido em dois grupos bem definidos, bioati-
vos com propriedades antioxidante (AR ou extrato concentrado)
e antimicrobiana (extrato SC). Como produto com propriedade
antimicrobiana, testada em alimentos, o extrato supercrítico é
o primeiro da cadeia produtiva a ser manufaturado. O mesmo
pode ser fracionado, atingindo a especificação desejada (clien-
tes) quando necessário um extrato com diferente qualidade ou
aroma predominante. Seguido do extrato hidro-alcoólico, onde
estão presentes os compostos antioxidantes, no qual é submetido
ao processo de separação cromatográfica, de onde é purificado o
ácido rosmarínico, e ainda possivelmente outros compostos po-
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dem ser produzidos.
Figura 61 – Diagrama de fluxo do processo de obtenção e separação dos
compostos bioativos do alecrim.
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Desse modo, com o trabalho aqui desenvolvido, foi possível
avaliar os extratos supercríticos de alecrim como agentes antimi-
crobianos, em cepas deteriorantes em alimentos cárneos, onde a
aplicação na superfície do alimento apresentou inibição do cres-
cimento microbiológico, prolongando a vida de prateleira do pre-
sunto cozido embalado à vácuo em 33 % do tempo de estocagem
(submetido a temperaturas de abuso). Foi possível ainda fraci-
onar o extrato de alecrim em frações com diferentes proporções
de compostos, propiciando diferentes aplicações desses extratos
com suas referidas composições, ainda onde um sistema de auto-
matização e controle da unidade de extração e fracionamento se
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torna um benefício, necessário para uma maior repetibilidade do
processo.
Com o resíduo da extração obteve-se um extrato rico em
compostos antioxidantes (sem a presença de compostos terpêni-
cos) como resultado de uma extração com solventes de uso ali-
mentar (baixa concentração de etanol 30 %). E a partir desse
extrato foi obtido um composto purificado de alto valor agre-
gado com inúmeras aplicações na indústria farmacêutica e de
alimentos. O balanço econômico desses processos demonstraram
a real possibilidade de transformar esses grupos de compostos
obtidos em produtos comercialmente viáveis no ponto de vista
econômico, e tecnologicamente prontos no ponto de vista de suas
possíveis aplicações. Lembrando ainda que com a técnica do uso
de amostragem de headspace das folhas da planta ainda fresca,
pode servir de controle de qualidade na escolha de um melhor
momento de colheita, de forma rápida e eficiente, aliando assim
um controle bem fundamentado de toda uma cadeia produtiva
baseada na obtenção de compostos bioativos do Rosmarinus of-
ficinalis oriundos de regiões do país.
4.6.4 Considerações sobre a SEXTA etapa
A metodologia descrita para estimativa do custo de manu-
fatura dos produtos, extrato supercrítico de alecrim e do ácido
rosmarínico demonstram a viabilidade econômica dos processos
nas condições operacionais propostas, sendo os custos de produ-
ção inferiores aos já comercializados.
Para a extração supercrítica é fundamental uma estrutura
de fornecimento da matéria-prima à um preço compatível com
um COM que permita a sua competitividade no mercado. Um
sistema de integração rural associativa com os produtores, com
compras programada de toda a produção seria o suficiente para
reduzir os custos com a matriz vegetal. Isso levaria à um outro
estudo de manejo da mesma para se certificar das possibilidades
na utilização desse material vegetal na região à qual a unidade
industrial deve-se localizar.
No processo de separação do AR, a unidade deve-se si-
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tuar preferencialmente em conjunto com a unidade de ESC, como
proposto. Embora seja possível receber somente o extrato hidro-
alcoólico (menor volume) para posterior purificação do AR. Pôde-
se verificar que os COM do AR obtidos com o processo de purifi-
cação em todas as escalas são inferiores aos comercializados, o que
valida o processo mesmo em escala considerada como analítica,
nos cenários avaliados, com as condições operacionais propostas.
Dessa forma, no conjunto, o beneficiamento e a obtenção
dos compostos bioativos do alecrim se mostram economicamente
e tecnologicamente viáveis, dentro das condições aqui propostas.
Servindo como estímulo ao desenvolvimento industrial para ob-
tenção de produtos de alto valor agregado. Ainda, a comunidade
acadêmica muito tem feito na pesquisa das propriedades dessa
planta (alecrim) o que serve de base para o desenvolvimento de
novas aplicações para seus produtos e derivados naturais.
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Os ensaios de extração supercrítica mostraram maior ren-
dimento frente à extração por hidrodestilação, e com diferença
na sua composição química. Com análise de MEV pôde-se ca-
racterizar a localização do óleo essencial na matriz vegetal, na
região abaxial da folha de alecrim, nos tricomas glandulares pel-
tados, onde foi possível determinar o tamanho dessa estrutura,
(45 a 60) μm e que a redução do tamanho de partícula pode
influenciar positivamente no rendimento das extrações. A so-
lubilidade do extrato supercrítico (150 bar e 35 °C) aumentou
com a redução da vazão de solvente, CO2 (0,99 a 0,45) mL/min,
pelo consequente aumento no tempo de contato com o soluto nas
condições avaliadas.
O extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis) obtido por
extração supercrítica, apresentou atividade antimicrobiana con-
tra as bactérias gram-positivas testadas, especialmente o S.aureus
e a L.monocytogenes, e contra bactérias lácticas e psicrófilos. Os
resultados obtidos indicam uma possível aplicação do extrato de
alecrim como conservante natural em alimentos embutidos cár-
neos. Isto porque, neste tipo de produto especificamente, o aroma
e sabor conferidos pelo extrato podem ser desejáveis. O extrato
de alecrim também proporcionou o aumento da vida de prateleira
do presunto cozido fatiado embalado a vácuo em 33 %, armaze-
nado a 7 °C e 12 °C, considerado temperatura de abuso.
As análises de headspace das amostras de folhas (fresca,
seca, seca e moída, e pós extração) e dos extratos, apresentaram
resultados interessantes quanto à composição química presente na
fase vapor, das amostras em diferentes estados (líquido e sólido).
Pôde-se observar indicativos de quais são os compostos relevan-
tes no aroma característico das amostras, e as variações de suas
quantidades devido ao tratamento (como no caso da secagem).
A concentração dos compostos na fase vapor das folhas frescas,
recém colhidas é superior aquelas com tratamento de secagem.
228 Conclusão
O α-pineno (180,55 μg) e o β-myrceno foram os compostos de
maior expressão no cromatograma, seguidos do eucaliptol (77,80
μg), cânfora (25,89 μg) e canfeno. Essa técnica pode ser expan-
dida à um controle de qualidade no cultivo de matriz vegetais,
visando otimizar a colheita delas em época ou período onde os
compostos apresentem um maior concentração. E isso pode ser
feito de forma rápida e dinâmica, sem o custo de procedimentos
de extração e com uma quantidade bastante pequena de amos-
tra. Dessa forma em um processo de obtenção desses compostos
bioativos (agentes antimicrobianos) essa técnica seria útil no mo-
nitoramento da qualidade do vegetal, visando encontrar a melhor
época e período para sua colheita.
Com o fracionamento foi possível obter extratos com di-
ferentes composições químicas, de forma controlada, onde essas
variações são interessantes em diferentes aplicações, como aro-
matização de produtos alimentícios. Ou ainda aplicação des-
ses extratos fracionados na indústria de perfumes, onde as di-
ferença na concentração dos compostos majoritários pode levar
à uma combinação de aromas diferenciado. Esses extratos po-
dem apresentar diferentes capacidades antimicrobianas devido a
sua composição química, podendo esses serem adequados à dife-
rentes aplicações. Ainda com propriedades interessantes para a
indústria de fármacos. Os dados obtidos com o fracionamento
em rampa de pressão demonstram a possibilidade de se obter
frações de monoterpenos oxigenados, sem a presença dos mono-
terpenos. O que demonstra a capacidade de se obter grupos de
compostos com maior expressão em cada uma das frações. Com
o uso dos separadores ciclônicos foi possível demonstrar outras
possíveis aplicações dos extratos obtidos, como a implementação
de extratos com maior concentração de eucaliptol e cânfora, dois
dos compostos com atividade antimicrobiana já comprovada. O
extrato com essa característica foi predominante nos recuperados
etanólicos do separador 3 (20 bar), em quase todas as condições
experimentais de extração. Ainda seria possível combinar os dois
métodos de fracionamento visando aprimorar ainda mais a ob-
tenção dos grupos bioativos de preferência, com o uso de uma
unidade automatizada, visto que essa possibilidade já é uma rea-
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lidade em operações de escala industrial, dessa forma o processo
de fracionamento pode ter sua eficiência aprimorada. O aprovei-
tamento no resíduo (Rosmarinus officinalis) da extração super-
crítica na obtenção de compostos antioxidantes por técnicas de
extração utilizando solventes GRAS (etanol e água), mostrou-se
viável tecnologicamente. Pôde-se observar que para os proce-
dimentos extrativos com etanol 30 %, a maior concentração de
AR obtida foi com o auxílio do ultrassom. Porém não existiu
diferença estatística entre os ensaios realizados a 30 °C e 60 °C
para essa condição. Isso nos leva à um escolha de uma menor
temperatura com base na opção de uma extração mais econô-
mica. O resíduo da extração supercrítica de alecrim pode ser
utilizado como principal fonte de matéria-prima para obtenção
de AR sem perda na sua qualidade (com base nas quantidades
obtidas), visto que a ESC é uma técnica que pode ser utilizada
mesmo em compostos termolábeis. Dessa forma o alecrim seco
e desaromatizado ainda possui valor na cadeia produtiva para
obtenção de um extrato antioxidante e consequentemente com-
postos de alto valor agregado. Foi possível verificar a ampliação
de escala no processo de separação e purificação (98 %) do AR
em 500× a escala analítica, com redução do tempo de retenção
de 17,7 min para 6,3 min na obtenção da fração do composto
alvo, o que também representou uma redução no consumo de
solvente e maior produtividade. Foi desenvolvido um método de
separação e purificação em escala analítica e preparativa (500x)
do AR utilizando solventes considerados GRAS (etanol e água).
Muito pouco é comentado sobre o uso de solventes de baixo
impacto ambiental ou GRAS (Generally recognized as safe) em
cromatografia líquida (HPLC). Mesmos os métodos analíticos
propostos para análise e quantificação de AR, são baseados no
uso de metanol e acetonitrila, principalmente. Nesse trabalho
foi desenvolvido um método de análise (escala analítica) e de se-
paração (escala preparativa) com o uso de etanol, e água como
solventes. Dessa forma contribuindo para o desenvolvimento de
um processo ambientalmente correto. Sendo ainda os possíveis
resíduos no produto final não tóxicos (comparado ao metanol e
acetonirila), o que em muito colabora com a aplicação em ali-
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mentos ou fármacos.
A analise econômica dos processos de obtenção e purifica-
ção dos compostos bioativos demonstram sua viabilidade, dentro
das condições operacionais propostas. Ainda é possível otimizar
o processo visando um melhor rendimento dos processos. Para
o processo de obtenção e agentes antimicrobianos, por extração
supercrítica, é mais interessante uma estrutura de fornecimento
da matéria-prima regular, ou próprio plantio, para que o COM
permita a sua competitividade no mercado internacional.
Os valores do COM do extrato supercrítico de alecrim obti-
dos na análise demonstram viabilidade econômica na implemen-
tação dessa tecnologia, sendo os valores obtidos inferiores (54,44
a 49,31 US$/kg, para extratores de 300 a 1000 L) aos comercia-
lizados 60 a 200 US$/kg, sendo necessário um rendimento médio
de 3,5 % (Vmp = 1, 50 US$/kg). A redução no custo da matéria-
prima levaria à uma redução ainda maior no COM, visto que
esse custo representa mais que 60 % do total. A otimização do
processo, com aumento no rendimento da extração levaria a um
aumento de produtividade e consequente redução do custo final.
No processo de purificação do AR, por cromatografia lí-
quida (HPLC), os menores custos específicos ocorrem com a am-
pliação da escala a partir de 100× a escala analítica. Onde os
custos encontrados são inferiores aos comercializados atualmente,
com as condições operacionais propostas. O custo específico do
AR obtido com o SMB na avaliação, demonstra a necessidade de
um maior aprofundamento técnico sobre esses processos de sepa-
ração, visto que são especialmente atrativos economicamente.
4.7 Sugestões para trabalhos futuros
• Avaliar outras condições operacionais de fracionamento com
o uso de separadores ciclônicos em uma unidade automati-
zada;
• Otimizar a extração dos compostos antioxidantes em bate-
lada, tanto em modo normal como auxiliada por ultrassom;
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• Propor um novo modelo de extração dos compostos antio-
xidantes em modo contínuo;
• Avaliar a atividade antioxidante do AR purificado em ali-
mentos;
• Avaliar a atividade antitumoral e anti-inflamatória do AR
purificado;
• Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos supercríti-
cos de alecrim obtidos por fracionamento em rampa e com
o uso de separadores ciclônicos e comparar;
• Estudar o processo de purificação do AR em leito móvel
simulado (SMB) em escala preparativa;
• Estudar o empacotamento de colunas em escala piloto e ve-
rificar sua performance na separação do AR e outros com-
postos do extrato de alecrim;
• Estudar a estabilidade do AR separado por processos cro-
matográficos.
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